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RESUMO

A Sindrome Mielodisplasica (SMD) é um conjunto de doengas complexas em que o
diagnostico pode ser desafiador, principalmente em pacientes que nao preenchem os critérios
para SMD, porém apresentam citopenias inexplicadas. A expressdo de genes envolvidos em
neoplasias e a presenca de substancias no microambiente medular podem ser relevantes no
estudo dessas condicOes, visto que interagem diretamente com as células saudaveis e
neoplasicas da medula. O objetivo do estudo foi avaliar a expressdo dos genes TP53, HIF1-«
e VEGFA e os niveis de citocinas VEGFA, IL-6, TNFa e IFN, em pacientes com SMD,
Citopenia Idiopatica de Significado Indeterminado (ICUS), Citopenia Clonal de Significado
Indeterminado (CCUS) e Citopenias de Causa ndo Neoplasica (CNN), associando o0s
resultados a fatores clinicos, laboratoriais e de prognostico. Inicialmente, foram incluidos 85
pacientes. Destes, 13 foram excluidos ap6s confirmacao de outros diagnosticos, ficando um
total de 72 participantes, dos quais: SMD (n=34), ICUS (n=31) e CNN (n=7). Amostras de
medula foram colhidas em EDTA para extracdo do material genético e obtencdo do plasma. A
expressdo dos genes de interesse foi realizada através da reacdo em cadeia da enzima
polimerase (PCR) em tempo real, através do sistema TagMan ®. A quantificacdo dos
marcadores VEGFA, IL-6, TNFa e IFN, foi feita por enzimaimunoensaio (ELISA), de acordo
com as intrucbes do fabricante. Dados epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais foram
retirados dos prontuérios. A analise estatistica foi realizada com auxilio do programa
GraphPadPrism5.0 e SPSS 24.1 As comparac@es entre as médias dos grupos foram realizadas
pelos testes t-Student ou Mann-Whitney ou pela analise de variancia (ANOVA), dependendo
do nimero de grupos. A curva de sobrevida livre de eventos foi realizada pela curva de
Kaplan-Meier, através do programa Cutt off finder. Foram considerados significantes valores
de p<0,05. A média de idade dos pacientes com SMD, ICUS/CCUS e CNN foi
respectivamente 74, 61 e 50. Os pardmetros do hemograma foram semelhantes nos trés
grupos, excetuando-se a contagem de mondcitos que foi maior no grupo com SMD (p<0.05).
Quanto as citocinas, os niveis de IFN, foram semelhantes entre os grupos SMD e
ICUS/CCUS e diminuidos quando comparados ao grupo CNN (p=0.017). O mesmo foi
observado em relacdo a expressdo do gene HIF1-o, onde o grupo CNN apresentou maior
expressdo em relacdo aos demais (p=0.019). Quando analisados de acordo com as citopenias,
a expressao do mMRNA VEGFA foi maior no grupo com niveis de hemoglobina entre 8-10 g/dL
(p=0.038). Em relacdo as plaquetas, os niveis de TNFa foram superiores naqueles com
contagem menor que 50.000/mm?3 (p=0.01). Os pacientes com fibrose medular apresentaram
niveis maiores de TNFa (p=0.031) e de IL-6 (p=0.001). Ao estratificar os pacientes com
SMD em formas iniciais e avancadas da doenca, observou-se uma maior concentracdo de
IFN, (p=0.003) no primeiro grupo. Entretanto, para a citocina TNFa foram obtidas maiores
concentragcbes no grupo em estdgio mais avancado (p=0.045). Ndo foram observadas
associacdes entre a expressdo dos genes e as citocinas analisadas e 0 nimero de blastos e a
citogenética. Os parametros avaliados nédo influenciaram a sobrevida dos pacientes no periodo
do estudo. Os resultados do estudo permitiram concluir que a citocina IFN, e 0 gene HIF1-a
estdo mais expressos nas citopenias de origem nao clonal; que os niveis de TNFa e IL-6
foram associados a fibrose. Os resultados sugeriram ainda que os genes HIF1-a, VEGFA e
TP53 atuam através de mecanismos em conjunto, tendo em vista as correlacdes obtidas.
Novos estudos nessa linha de pesquisa serdo Uteis na elucidacdo dos mecanismos envolvidos
nesses processos dessas diferentes condicdes.

Palavras-chave: Sindrome Mielodispléasica; Citopenias; Angiogénese; Inflamacédo; Proteina
Tumoral p53.



ABSTRACT

Myelodysplastic Syndrome (MDS) is a complex set of diseases in which the diagnosis can be
challenging, especially in patients who do not meet the criteria for MDS, but have
unexplained cytopenias. The expression of genes involved in neoplasias and the presence of
substances in the medullary microenvironment may be relevant in the study of these
conditions, since they interact directly with the healthy and neoplastic cells of the marrow.
The aim of the study was to evaluate the expression of the TP53, HIF1-a and VEGFA genes
and the cytokine levels VEGFA, IL-6, TNFa and IFN, in patients with MDS, Idiopathic
Cytopenia of Indeterminate Significance (ICUS), Clonal Cytopenia of Undetermined
Significance (CCUS) and Non-Neoplastic Cytopenias (CNN), associating the results with
clinical, laboratory and prognostic factors. Initially, 85 patients were included. From these, 13
were excluded after confirming other diagnoses, remaining 72 participants: MDS (n = 34),
ICUS (n = 31) and CNN (n = 7). Bone marrow samples were collected in EDTA to extract the
genetic material and obtain the plasma. Gene expression was performed through the
polymerase chain reaction (PCR) in real time, with TagMan ® system. Quantification of
VEGFA, IL-6, TNFa and IFN, was performed by enzyme immunoassay (ELISA), according
to the manufacturer's instructions. Epidemiological, clinical and laboratory data were taken
from medical records. Statistical analysis was performed using GraphPadPrism5.0 and SPSS
24.1. The comparisons between the means of the groups were performed using Student's t-test
or Mann-Whitney test or analysis of variance (ANOVA), depending on the number of groups.
The overall survival curve was performed by the Kaplan-Meier curve, through the Cutt off
finder program. Values of p <0.05 were considered significant. The mean age of patients with
MDS, ICUS / CCUS and CNN was 74, 61 and 50, respectively. Blood count parameters were
similar in the three groups, except for the monocyte count that was higher in the MDS group
(p <0.05). As for cytokines, IFN levels were similar between the SMD and ICUS / CCUS
groups and decreased when compared to the CNN group (p = 0.017). The same was observed
in relation to the expression of the HIF1-a gene, where the CNN group presented greater
expression in relation to the others (p = 0.019). When analyzed according to cytopenias,
VEGFA mRNA expression was higher in the group with hemoglobin levels between 8-10 g/
dL (p=0.038). Regarding platelets, TNFa levels were higher in those with a count below
50,000 / mm? (p=0.01). Patients with medullary fibrosis presented higher levels of TNFa
(p=0.031) and IL-6 (p=0.001). In stratifying patients with MDS in early and advanced forms
of the disease, a higher concentration of IFN, (p=0.003) was observed in the first group.
However, for the cytokine TNFa, higher concentrations were obtained in the more advanced
stage (p=0.045). No associations were observed between the expression of the genes and the
cytokines analyzed and the number of blasts and cytogenetics. The parameters evaluated did
not influence the survival of patients in the study period. The results of the study allowed to
conclude that the cytokine IFN, and the HIF1-a gene are more expressed in cytopenias of
nonclonal origin and TNFa and 1L-6 levels were associated with fibrosis. The results also
suggested that the genes HIF1-a, VEGFA and TP53 act through mechanisms together, in view
of the correlations obtained. New studies in this line of research will be useful in elucidating
the mechanisms involved in these processes of these different conditions.

Keywords: Myelodysplastic Syndrome; Cytopenias; Angiogenesis; Inflammation; Tumor
Protein 53.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome Mielodisplasica (SMD) compreende um conjunto de doencgas clonais das
células progenitoras hematopoéticas, caracterizada por hematopoese displésica e ineficaz,
citopenias periféricas e instabilidade clonal, com aumento do risco de transformagdo para
leucemia aguda (DELLA PORTA et al. 2015; GERMING et al. 2008; GREENBERG et al.,
2013).

As alteragdes iniciais ocorrem no microambiente medular e afetam 0s processos de
maturacdo e diferenciacdo das células progenitoras, bem como o controle da apoptose,
acarretando uma hematopoese ineficaz, situacdo em que as células da medula ndo sdo
liberadas em quantidade adequada na circulacdo. A diminuicdo das células sanguineas
circulantes, conhecida como citopenias periféricas €, frequentemente, o achado inicial que
leva & suspeita da doenca (ADES et al. 2014).

Os sinais e sintomas clinicos comumente encontrados decorrem das citopenias e sdo
consequéncia do funcionamento inadequado da linhagem hematoldgica afetada. Os mais
comuns sao fadiga, palidez, fraqueza e dispneia, devido a anemia. Além disso, podem ser
observados quadros recorrentes de infec¢des, purpura e complicagdes hemorragicas. Alguns
pacientes desenvolvem ainda dependéncia transfusional (MALCOVATI et al. 2011).

Na maioria dos casos, ndo é possivel atribuir uma causa definida. Sabe-se que alguns
fatores podem influenciar o desenvolvimento da doenca, como exposi¢cdo ocupacional a
agentes toxicos, principalmente benzeno e seus derivados, presentes em pesticidas, tintas e
outros produtos; senescéncia do processo de hematopoese, decorrente do aumento da idade,
que é o principal fator de risco isolado (BOWEN, 2013; IRONS; KERZIC, 2014). Quando
ndo € desencadeada diretamente por um evento mutagénico exdgeno, a SMD é classificada
como primaria ou de novo. Entretanto, também pode ocorrer em consequéncia ao tratamento
com agentes quimioterapicos, como analogos da purina e agentes alquilantes; radioterapia ou
ainda, apds o transplante de medula 6ssea, sendo classificada como SMD secundaria. As
SMDs secundarias geralmente apresentam um curso mais agressivo, alteracdes citogenéticas
complexas, menor sobrevida e correspondem a 10% a 15% de todos os casos (DELLA
PORTA et al. 2015).
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1.1 Incidéncia da SMD

A SMD é uma patologia complexa, pois apresenta componentes tanto genéticos e
epigenéticos como imunoldgicos e, apesar de grandes avancos no conhecimento de cada um
desses fatores, como a descoberta de mais de 40 genes associados a SMD nos altimos anos,
alguns mecanismos fisiopatologicos ainda ndo foram elucidados e muito desse conhecimento
ainda nao foi traduzido para o paciente como uma alternativa terapéutica curativa de fato
(CAZZOLA; DELLA PORTA; MALCOVATI, 2013).

O aumento da expectativa de vida em todo o0 mundo implicou em maior incidéncia das
doencas associadas a senescéncia. A SMD ¢é a neoplasia mais comum em idosos. Entretanto, é
possivel haver uma subnotificacdo devido a diversos fatores, como avaliacdo incompleta em
pacientes idosos que apresentam citopenias leves, falta de inclusdo nos registros
populacionais e a resisténcia de alguns profissionais em coletar medula 6ssea de idosos, por
ser um exame invasivo (BELLI et al. 2015; COGLE, 2015).

A incidéncia anual da SMD nos Estados Unidos, onde existe 0 maior nimero de
estudos epidemioldgicos € de 3,4 casos para cada 100.000 habitantes, representando mais de
10.000 novos diagndsticos e cerca de 60.000 individuos portadores da doenca. Em pacientes
com idade a partir de 80 anos, esse valor aumenta mais de dez vezes, chegando a 59,8 por
100.000 habitantes (SEKERES, 2010).

Segundo dados do SEER (Surveillance, EpidemiologyandEndResults), analisados a
partir de um levantamento, a taxa de incidéncia global é de 4,9 casos por 100.000 habitantes
(COGLE, 2015). As estimativas sdo de que esse numero aumente, tendo em vista projecdes de
duplicacdo da populacdo com idade superior a 65 anos até 2030 (SEKERES, 2010). E uma
doenca rara em criancas e adolescentes, com uma incidéncia de 0,1/100.000 habitantes em
pessoas com < 40 anos.

No Brasil, tem crescido a aten¢do dada as doengas com maior incidéncia nos idosos,
devido ao aumento da expectativa de vida do brasileiro como apontam os dados do ltimo
censo, realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010). Porém,
ainda sdo escassos 0s dados epidemioldgicos sobre SMD. Um dos primeiros trabalhos
epidemioldgicos no pais foi realizado por Magalhdes et al. (2010) que avaliaram 476
pacientes com diagnostico entre 2003 e 2007 tratados em 12 centros brasileiros. Os resultados
deste estudo mostraram uma mediana de idade de 68,3 anos ao diagnostico e predominio do
sexo feminino 50,8% (MAGALHAES et al. 2010).
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Recentemente, Belli et al. (2015) investigaram o perfil epidemiol6gico da SMD na
América do Sul em 1080 pacientes com SMD de novo, envolvendo centros da Argentina
(n=635), Brasil (n=345) e Chile (n=100). Os achados do estudo na populacdo brasileira
mostraram uma idade média de 65 anos e discreto predominio do sexo masculino nos
pacientes brasileiros (55,94%). Em relacdo a classificagdo da OMS (2008), houve uma
predominancia de casos de citopenias refrataria com displasia de mdltipla linhagem (CRDM)
(30,4%), seguida de anemia refrataria com excesso de blastos 2 (AREB-2) e anemia refrataria
com excesso de blastos 1 (AREB-1). Quando estratificados pelo Sistema Internacional de
Pontuacdo Prognostica (IPSS) revisado (IPSS-R), 34% foram classificados como baixo risco e
23% como intermediario (BELLI et al. 2015).

1.2 Senescéncia e patogenia da SMD

O processo de envelhecimento celular é acompanhado de diversas alteragcdes, como
reducdo na sintese de células da linhagem eritréide e linfoide, bem como relativo aumento das
linhagens mieldides. Tais mudancas no potencial hematopoético estdo associadas a numerosas
alteragbes na MO, incluindo a diminuicho da celularidade, niveis alterados de
quimiocinas/citocinas e alteracbes na composicdo e arquitetura das células ndo-
hematopoiéticas que compdem o microambiente medular (LATCHNEY; CALVI, 2017). A
caracterizacdo das alteracbes celulares das células progenitoras hematopoéticas durante o
envelhecimento tem impacto no ciclo celular, na resposta ao dano ao DNA e na expressao
génica (FLACH et al. 2014; PANG et al. 2013; ROSSI et al. 2005).

As alteragcbes observadas durante o envelhecimento hematopoético séo
qualitativamente similares aquelas que ocorrem no contexto das sindromes de faléncia da MO
adquiridas que também surgem em idosos, em particular as sindromes mielodisplasicas. No
entanto, diferentemente da SMD, o envelhecimento hematopoético normal ndo esta associado
a alteracBes suficientes para produzir manifestacfes clinicas evidentes (CHUNG; PARK,
2017).

Alguns mecanismos para citopenias inexplicaveis em idosos tém sido propostos.
Baixos niveis de testosterona podem contribuir para anemia leve em homens mais velhos.
Alguns pesquisadores, talvez influenciados pela observacdo de que a celularidade da medula
diminui progressivamente com a idade, propuseram disfuncéo progressiva de células-tronco e
reducdo do potencial hematopoético como outro mecanismo comum para citopenias senis.

Embora os individuos mais velhos tenham inimeras alteracdes no fenétipo e no potencial de
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renovacdo das células-tronco hematopoéticas (CTHSs), ainda h& poucas evidéncias para
relacionar essas alteracdes a citopeniasinexplicadas na auséncia de um processo clonal
(STEENSMA, 2016). Em modelos murinos, as CTHs parecem aumentar em numero com 0
envelhecimento, embora apresentem alteracdes imunofenotipicas e uma diminuicdo na
capacidade de gerar células hematopoiéticas. A resisténcia adquirida do desenvolvimento de
células eritroides a EPO e outras sinalizagbes de citocinas é outro mecanismo proposto
(CHAMBERS; GOODELL, 2007).

A fisiopatologia da SMD é complexa e ainda ndo foi totalmente elucidada; no entanto,
sabe-se que os principais fatores que contribuem para a ocorréncia da doenga sdo as mutagoes,
as anormalidades epigenéticas e o microambiente medular pré-inflamatério (LEVINE;
EBERT, 2011).

O evento inicial parece envolver uma lesdo genética em uma célula hematopoética
com capacidade de se diferenciar em células mieldides. Essa alteracéo leva a formagéo de um
clone local. Através de novas mutagOes, essas células progenitoras adquirem crescimento
preferencial em relacdo as outras células hematopoiéticas, caracterizando o perfil de
citopenias bastante peculiar desta doenca. As mutacdes iniciais nas células tronco podem
causar bloqueio da diferenciacdo levando a displasia, enquanto defeitos subsequentes afetam a
proliferacdo e susceptibilidade a apoptose causando expansédo clonal das células aberrantes e
LMA (BRUNNING et al. 2008; LOOK, 2005) (Figura 1).

Cerca de 90% dos pacientes com SMD apresentam uma ou mais mutacdes em
oncogenes e dois tercos delas sdo encontradas em pacientes com cariotipo normal. As
principais mutacdo envolvidas no diagnéstico e prognéstico da SMD incluem aquelas
associadas ao splicingdo RNA (SF3B1, SRSF2, U2AF1 e ZRSR2), metilacdo do DNA (TET2
e DNMT3), modificacdo da cromatina (ASXL1 e EZH2), regulacdo da transcricdo (RUNX1),
reparo do DNA, (TP53) e transducdo de sinal (NRAS e KRAS) (CAZZOLA; DELLA
PORTA; MALCOVATI, 2013).



20

Figura 1: Representacdo da patogénese da Sindrome Mielodisplasica

Células tronco Clone Neoplasico Leucemia
normais
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Fonte: Adaptado de ISSA, 2013.
Tem sido demonstrado que o estado pro-inflamatdrio é capaz de estimular o sistema

imune inato e a senescéncia hematopoiética, estando relacionado com a heterogeneidade
Tfenotipica de pacientes com SMD (CLUZEAU et al.2017). Diversas alteragdes no sistema
imunoldgico sdo responsdveis pelo processo inflamatério e de autoimunidade. Alguns
pacientes com SMD tratados com Terapia Imunossupressora apresentam resposta satisfatoria,
indicando o papel relevante do sistema imune na patogénese da SMD. Essas alteracdes
inflamatorias podem preceder e facilitar a evolucdo clonal de pacientes com SMD
(WOLACH; STONE, 2016; YANG et al. 2015).

AlteracOes autoimunes séo encontradas em cerca de 10 a 20% dos pacientes com
sindrome mielodisplasica e pode variar de manifestacfes clinicas limitadas, como anemia
hemolitica autoimune a doencas sistémicas que afetam multiplos 6rgdos, como vasculites
sistémicas, poliartrite e doengas do tecido conjuntivo (GRIGNANO et al. 2018). A
desregulacdo no sistema imune, que inclui alteracdo nas citocinas, células natural killers,
linfécitos T e outras, pode representar um evento primario na SMD e ter um papel chave na
sua evolucdo (CHEN, 2013). Mekinian et al. 2014, observaram num estudo multicéntrico uma
associacao clinica entre doencas auto-imunes e inflamatérias, comotireoidite, dermatite
granulomatosa e inflamacdoartrite, sugerindo que um processo inflamatérioatua diretamente
na patogénese da SMD.

As citocinas sdo elementos cruciais na interacdo do clone com o microambiente,
juntamente com a hematopoese ineficiente na SMD e podem influenciar uma variedade de

manifestacOes clinicas que caracterizam a doenca. O fator de necrose tumoral o (TNF-a), por
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exemplo, modula o perfil da expressdo génica de células do estroma medular na
SMDinduzindo a producdo de citocinas pré-inflamatérias, como IL-6, IL-8, e IL-32
(MARCONDES, 2008); é capaz de afetar as taxas de apoptose intramedular e interferir na
resposta ao tratamento com eritropoietina (STASI et al. 1997). Niveis elevados de interferon-y
(IFN-y) também foram observados no plasma da medula 6ssea de pacientes com SMD, bem
como de IL-6 (SELLERI et al. 2002).

Estudos como o de Epling-Burnetteet al. (2007) sugerem o envolvimento de linfécitos
TCDS8", onde foi observado uma expansdo mono/oligoclonal dessas células em pacientes com
SMD comparado ao controle. Além disso, Vercauteren et al. (2012), sugeriram que 0S
linfécitos TCD8* na SMD sédo originados de um clone andmalo. Células T senescentes
tendem a secretar citocinas inflamatorias que podem contribuir com o fenétipo da doenca. A
deplecédo de linfécitos Treg em nimero e fungéo esta associada a autorreatividade, enquanto
que seu aumento pode promover a tumorigénese atraves da perda da vigilancia imunoldgica.

Um aumento na secrecdo de varias citocinas inflamatorias é freqiientemente observado
na SMD e esta ligado a varios aspectos do fenotipo da doenca. A IL-1, IL-6 IL-8 e 0 TNF-a
afetam negativamente a hematopoese, regulam a inflamacgéo e promovem a apoptose mediada
por Fas das células CD34" da medula. (BACHEGOWDA et al. 2013).

1.3  Diagnéstico da SMD

Devido a inespecificidade dos sinais e sintomas, o diagnéstico de SMD é um dos mais
complexos dentre as neoplasias mieloides. O diagnéstico da SMD deve levar em consideracgao
os achados clinicos e laboratoriais (hematoldgicos, citoldgicos, histoldgicos, bioguimicos e
genéticos) (MALCOVATI et al. 2013). Os principais achados hematoldgicos na SMD sao
displasias, citopenias e assincronismo maturativo. Além disso, alteracbes como: presenca de
sideroblastos em anel, fragmentacdo nuclear dos eritroblastos, bastonetes gigantes,
granuldcitoshipersegmentados e anomalia pseudoPelger-Huét podem ser encontradas
(VARDIMAN et al. 2006).

A citopenia € uma condicdo sine qua non para o diagnostico de SMD. Os seguintes
valores sdo considerados para caracterizar citopenia: hemoglobina <13g/dL (homem) e
<12g/dL (mulher), plaguetas <150x10%mm? e contagem absoluta de neutrofilos
<1.8x10%mm3. A presenca de alteracdes displasicas deve ser superior a 10% (WEINBERG,
HASSERJIAN., 2019).
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Os critérios de diagndstico para SMD tém o objetivo inicial de excluir outras causas de
citopenia e displasia, bem como outras doencas clonais da CTH. Sendo assim, a abordagem
para SMD deve iniciar com a exclusdo de causas ndo malignas de citopenias, como doencas
infecciosas e autoimunes. Apos a realizacdo do protocolo de exclusdo, o estudo morfoldgico é
essencial para avaliar a presenca de displasia celular e nimero de blastos na MO, bem como a
biopsia dssea e o caridtipo. Ao diagnostico podem ocorrer situa¢Ges onde os achados clinicos
e laboratoriais sdo sugestivos de SMD, mas os achados morfologicos ndo sdo conclusivos,
como na sindrome de anemia do idoso (MALCOVAT et al.2013; VALENT et al. 2007;
VARDIMAN et al. 2009).

As diretrizes da OMS exigem a analise do grau de displasia de células hematopoiéticas
que, por ser subjetiva, pode apresentar baixa reprodutibilidade entre os individuos. Pessoas
idosas saudaveis normalmente apresentam células displasicas do sangue e da medula
semelhantes as encontradas em pacientes com SMD (GLAUSER et al. 2013). Por isso, 0
diagnéstico diferencial da SMD também deve ser realizado para distinguir situages recém-
identificadas, encontradas principalmente em pacientes com doenga inicial e de baixo risco.
Essas condi¢des conhecidas como transtornos mieloides indolentes englobam 4 grupos:
citopenia idiopatica de significancia desconhecida (ICUS), displasia idiopatica de significado
desconhecido (IDUS), hematopoese clonal de potencial indeterminado (CHIP) e citopenia
clonal de significancia desconhecida (CCUS). Baseado em mutagdo somatica, anormalidade
cariotipica clonal, displasia medular e citopenia(s), os pacientes podem ser classificados
dentro desse espectro, e podem evoluir para SMD ou LMA (CARGO et al. 2015).

A ICUS caracteriza-se por citopenias sem a presenca dos critérios morfoldgicos
considerados para o diagnostico da SMD (MALCOVATI; CAZZOLA, 2015). A presenga de
displasia medular >10% sem citopenia periférica corresponde a IDUS. Ha ainda condi¢cfes
clonais, como a CCUS, em que mutacfes estdo presentes com a citopenia, porém sem
displasia. Em individuos mais idosos, a presenca de alteracbes clonais sem evidéncia de
doenca hematoldgicas é identificada como CHIP (MALCOVATI; CAZZOLA, 2015;
VALENT et al. 2018;). A tabela 1 resume as principais caracteristicas que direcionam o
diagnostico dentro dessas categorias em comparacdo a SMD.

Aproximadamente 25% dos pacientes com ICUS podem evoluir para SMD ou LMA.
Entretanto, essa proporcdo aumenta substancialmente de 9% a 82% em cinco anos na
presenca de mutacdes altamente preditivas (HANSEN, 2016; MALCOVATI; GALLI,
TRAVAGLINO, 2017).



Tabela 1 — Caracterizagdo dos neoplasmas indolentes segundo OMS 2016.
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Classificacdo Citopenia Displasia Alteraga_lo Mutggoes Comentérios
medular citogenética  somaticas
1CUS Grupo heterogéneo. Condicdo que pode ser revertida com o tempo,
+ - - -
fechar diagnostico de SMD ou de outras doencas.
E um termo mais raramente usado para descrever a presenca de uma
IDUS - + - - morfologia celular anormal de causa desconhecida na auséncia de
citopenias.
Comum em individuos idosos saudaveis. Apresenta risco de evolucao
CHIP - - +/- +/-
de 0,5a1,0%.
Poderia ser considerada uma subclassificagdo do CHIP, com um risco
maior de progressdo para LMA. Pode ser CHP +, outra causa para
CCUS + - +/- +/- _ ] ] o _
citopenia ou uma neoplasia hematolégica de fato. Os pacientes
geralmente apresentam duas ou mais mutacOes detectaveis.
Doenca clonal. Citopenia é obrigatdria. Displasia geralmente € extensa.
No futuro, presenca de mutagdes ou um conjunto delas podera definir a
SMD + + +/- +/-

doenca, mesmo sem a presenca de displasia. A SMD com excesso de

blastos pode ser considerada uma forma oligoblastica de LMA.

Fonte: adaptado de Steensma, (2016) e do NationalComprehensiveCancer Network versdo, (2017.2).
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A figura 2 mostra a relacdo entre a presenca de mutagdo em pacientes
citopénicos sem displasia extensa, excesso de blastos ou cari6tipo sugestivo de SMD.
Figura 2: Interpretacdo das mutacGes no diagnostico de pacientes com

citopenias inexplicadas.

nica mutacdo Multiplas mutacdes
Baixa frequéncia alélica (<10%) Alta frequéncia alélica (>20%)
Displasia leve ou ausente T Y. (Il Citopenias, principalmente se for progressiva
Mutagho associada & CHIP ( ex: TET2, LIEIT e MutagGes em genes mais relacionados 8 SMD
DNMT3A) ex: TP53, U2AF1
SMD
Citopenia(s)
Mutacdo i Displasia

Fonte: adaptado de Steensma, (2016).

1.4 Citogenética na SMD

As alteragdes cromossdmicas fornecem informagdo Uteis para o diagndstico,
prognostico e/ou tratamento, no entanto, nenhuma anomalia cromossomica €
patognomonica destas doencas (MALCOVATI; NIMER, 2008).

Alteracdes cromossomicas clonais na SMD podem ser observadas em 30% a
>80% dos pacientes, dependendo do subtipo e da classifica¢do (de novo ou secundéria a
quimioterapia) (HAASE, 2008; NIBAKKEN, BAGG, 2014). Nos 20%-70% restantes
de pacientes com um cariotipo normal, hd evidéncias de que alteracdes sub-
microscépicas como mutagBes pontuais, micro-delecBes, micro-amplificaces,
alteragdes epigenéticas ou dissomia uniparental de nimero de copias fornecem a base
genética para a doenca (BEJAR; LEVINE; EBERT, 2011). O cariétipo também tem o
maior peso prognostico de todos os parametros no IPSS-R (GREENBERG, 2012).
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De acordo com o Sistema Internacional para a Nomenclatura Citogenética
Humana (ISCN, 2005), um clone anormal é definido por pelo menos duas metafases
COmM 0 Mesmo Cromossomo supranumerario ou mudanca estrutural, ou pelo menos trés
metafases com a perda do mesmo cromossomo. Anormalidades complexas sdo definidas
como trés ou mais anormalidades independentes em pelo menos duas metafases.

As alteracbes mais frequentes sdo as monossomias e as delecbes dos
cromossomos 5 (-5 /del5q) e 7 (-7 /del7g) (SCHANZ, 2012). A SMD associada com
del(5q) ocorre primariamente no sexo feminino e é caracterizada por megacariocitos
hipolobulados, anemia refrataria macrocitica, contagem de plaquetas normal ou
aumentada e curso clinico favoravel (BRUNNING et al. 2008).

Na SMD de baixo risco, geralmente as alteracfes citogeneéticas sdo isoladas,
enquanto que nas SMD de alto risco sdo associadas. A trissomia do cromossomo 8 € a
alteracdo numérica mais comum e nao estd associada a nenhum subtipo
especificamente. Algumas alteracBes cariotipicas que ndo possuem especificidade
diagnostica (por exemplo: -Y, +8, del(20q) isoladas ndo sdo suficientes para o
diagnostico de SMD. A nulissomia do Y ocorre em aproximadamente 10% dos idosos e
pode representar um clone maligno ou um fendmeno senescente na MO (SCHANZ et
al. 2012).

Os cariotipos complexos sdo observados em cerca de 20% dos doentes com
SMD priméaria e em mais de 90% dos pacientes com SMD secundaria (OLNEY; LE
BEAU, 2002). De acordo com critérios internacionais, as anomalias cromossdmicas
complexas nas SMD definem-se pela ocorréncia simultdnea de 3 ou mais anomalias
independentes. Essas resultam de um processo de acumulacdo sequencial de anomalias,

observado na evolucéo do cariétipo (HAASE, 2008).

1.5  Classificacéo e Prognostico da SMD

Em 1976 ocorreu a primeira classificacdo da SMD, proposta pelo grupo Franco-
Americano-Britanico (FAB), baseada em pardmetros morfol6gicos observados no
sangue periférico e na MO. De acordo com esta classificagdo, os pacientes eram
diagnosticados com SMD quando apresentavam MO displasica e/ou com 5 a 30% de
mieloblastos. Essa classificacdo foi revisada em 1982 e durante 25 anos foi utilizada

como guia para diagnéstico e classificagdo desse grupo heterogéneo de doencas
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(BENNET et al. 1982). Foram criados 0s seguintes subgrupos: Anemia Refrataria (AR),
Anemia Refrataria com Sideroblastos em Anel (ARSA), Anemia Refrataria com Excesso de
Blastos (AREB), Leucemia Mielomonocitica Crbnica (LMMC) e Anemia Refrataria com
Excesso de Blastos em Transformacgdo (AREB-T) (Tabela 2).



Tabela 2: Evolucéo da classificacdo da Sindrome Mielodisplésica até 2008.
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Classificacdo SMD

FAB OMS OMS Blastos
(1982) (2001) (2008) (%)
Subgrupos Displasia Medula Sa_ngu_e
Medular Ossea Periférico
AR AR CRDU Eritroide <5 <1
SMDU AR N&o Eritréide <5 <1
NR/TR Eritréide + outra <5 <1
CRDM CRDM Eritroide + mega <5 <1
del 5q del 5q isolada Unilinhagem + pancitoou | <5 <1
- SMD-U CRDM/ CRDU com 1%
de blastos no SP.
ARSA ARSA ARSA Eritroide* <5 <1
CRDM *>15% sideroblastos em <5 <1
- Anel.
AS
AREB AREB-I AREB-I > 1 linhagem 5-9 2-4
AREB-II AREB-II > | linhagem 10-19 5-19
AREB-t LMA Mieldide + outra >20
LMMC SMD/DMP SMD/SMP Varidvel (monocitose>1 x | <20
LMMC LMMC 10%/L)
LMMJ LMMJ
LMCa LMC BCR/ablneg
SMD/DMP-U SMD/NMP-U

Fonte: Adaptado de Bennet et al. 1982; Brunninget al. 2008; Vardimanet al. 2009. AR: Anemia Refrataria; ARSA: Anemia Refrataria com Sideroblastos em Anel, AREB:
Anemia Refrataria com Excesso de Blastos, LMMC: Leucemia Mielomonocitica Cronica; AREB-T: Anemia Refrataria com Excesso de Blastos em Transformacao.SMD-U
(SMD inclassificavel), CRDM (citopenia refrataria com displasia de multilinhagem), del 5q (dele¢do 5q isolada), CRDM-SA (CRDM com sideroblastos em anel), LMA
(Leucemia mieldide aguda), SMD/DMP (SMD/doencas mieloproliferativas), LMMJ (Leucemia mielomonocitica juvenil), LMCa (Leucemia mieldide crbnica atipica),
SMD/DMP-U (SMD/ doengas mieloproliferativas inclassificAveis), CRDU (citopenias refratarias com displasia unilinhagem), NR (neutropenia refrataria), TR
(trombocitopenia  refrataria), ~SMD/NMP  (SMD/neoplasias  mieloproliferativas), =~ SMD/NMP-U  (SMD/neoplasias  mieloproliferativas  inclassificaveis).
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Em 1999, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) propds modificacBes na
classificacdo FAB com o intuito de aprimorar o valor prognostico da SMD e publicou,
em 2001, uma nova classificagdo, estratificando subtipos que apresentavam
comportamento clinico semelhante e associando a imunofenotipagem e a genética aos
parametros clinicos, morfoldgicos e citoquimicos ja empregados (BORTOLHEIRO,
2006).

Uma das principais mudangas foi a redu¢do no nimero minimo de bastos na MO
para o diagndstico de LMA de 30 para 20%. Além disso, foram excluidos os subtipos
AREB-t e LMMC; este ultimo foi considerado um quadro intermediario entre SMD e
doencas mieloproliferativas crénicas, junto com a leucemia mielomonocitica juvenil e a
leucemia mieloide crénica atipica (BORTOLHEIRO, 2006). A categoria Citopenia
Refrataria com Displasia Multilinhagem (CRDM) foi criada e definida como displasia
em mais de 10% das células de cada linhagem, com maior grau de insuficiéncia medular
e curso mais agressivo. A sindrome do 5g- foi colocada separadamente por constituir
um grupo de 6timo progndstico e caracteristicas bem definidas, como numero de
plaquetas elevado ou normal e a presenca de megacariécitos. A AREB foi dividida em |
e 11, de acordo com a porcentagem de blastos na MO. Foram criados ainda 0s grupos
Sindrome Mielodisplasica N&o Classificada (SMD-U) Sindrome
Mielodisplasica/Doenca mieloproliferativa (SMD/DMP) (JAFFE et al. 2001).

Em 2008, a classificagdo da OMS foi atualizada. A principal modificacéo
realizada foi a definicdo de trés categorias de citopenia refrataria com displasia
unilinhagem (CRDU): a anemia refrataria (AR), a neutropenia refrataria (NR) e a
trombocitopenia refrataria (TR) Essa alteracdo visava aprimorar a estratificacdo de
pacientes, reduzindo o numero de casos ndo classificados. (JADERSTEN;
HELLSTROM-LINDBERG, 2008).

A Ultima revisdo da classificacdo da OMS foi realizada em 2016, onde foram
realizados alguns refinamentos relacionados a interpretacdo da morfologia e
caracterizacdo da citopenias, além da adicdo da informacéo genética no diagnostico e na
classificagdo. O termo “Citopenia refrataria” foi retirado. O subtipo anemia refrataria
com sideroblastos em anel (SMD-AS) foi estratificada de acordo com o nimero de
linhagens displasicas (Gnica ou multilinhagem). A versdo OMS 2016 incluiu na
categoria SMD com sideroblastos em anel (SA) pacientes que apresentam a mutacdo no

gene Splicing factor 3B subunit 1 (SFB3), mutado em aproximadamente 80% dos casos
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com sideroblastos em anel (MALCOVATI et al, 2015). Nos pacientes de maior risco, 0s
termos Anemia refrataria com eXCesso de blastos (AREB)
1 ou 2 foram simplificados para sindrome mielodisplasica com excesso de blastos
(SMD-EB) 1 ou 2 para enfatizar a importanciada porcentagem  dos blastos, que
direciona a terapia (BENNET, 2016).



Tabela 3: Classificagdo da SMD segundo OMS 2016.
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CLASSIFICACAO OMS 2016

Linhagens . .« % de Sideroblastos % Blastos . .
Subgrupo com displasia Citopenias em anel na MO MO/SP Citogenetica
. . MO <5% x
SMD com displasia Qualquer alteracéo, exceto a que preencha
L <15% SP <1% S
em Unica linhagem 1 lou2 + 0s critérios diagnasticos para SMD com
<5% Bastonete de Auer .
(SMD-DUL) del(5q) isolada
ausente
SMD com displasia MO <5% Qualquer alteracdo, exceto a que preencha
em multiplas 2ou3 1-3 <15% SO <1% 0S crﬂérios dia gn()s,ticos araqSMpD com
linhagens (SMD- <5%* Bastonete de Auer del(50) isoladag P
DML) ausente g
SMD com sideroblastos em anel
SMD com 0
sideroblastos em anel ~1506 g/IPO <;§//° Qualquer alteragdo, exceto a que preencha
com displasia em 1 lou2 rort 0 os critérios diagnosticos para SMD com
P >5% Bastonete de Auer .
Unica linhagem ausente del(5q) isolada
(SMD-SA-DUL)
SMD com 0
sideroblastos em anel g/IPO JE/OA) Qualquer alteragdo, exceto a que preencha
com displasia em 20u3 1-3 >15%/>5%" os critérios diagndsticos para SMD com
e . Bastonete de Auer .
multiplas linhagens ausente del(5q) isolada
(SMD-SA-DML)
Nenhuma ou MO <5%
5 . .
SMD com del(5q) 13 1.2 qualquer SP <1% del(5q) isolada ou com 1 anormalidade

isolada

anormalidade

Bastonete de Auer
ausente

adicional, exceto —7 ou del(7q).

SMD com excesso de blastos



http://www.bloodjournal.org/content/127/20/2391.long?sso-checked=true#fn-28
http://www.bloodjournal.org/content/127/20/2391.long?sso-checked=true#fn-28
http://www.bloodjournal.org/content/127/20/2391.long?sso-checked=true#fn-28
http://www.bloodjournal.org/content/127/20/2391.long?sso-checked=true#fn-28
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MO 5%-9%

Nenhuma ou
SMD com excesso de SP 2%-4% «
blastos 1 0-3 1-3 qualquer_ Bastonete de Auer Qualquer alteragéo.
anormalidade
ausente
Nenhuma ou MO 10%-19%
SMD com excesso de 0-3 1-3 ualquer SPB 5%-19% Qualquer alteracéo
blastos 2 quaiquer Bastonete de Auer a 6a0.
anormalidade
ausente
SMD inclassificavel
MO <5%
Nenhuma ou SP = 106 ¢
o) - - - ! 3
Com 1% de blastos 1-3 1-3 qualquer_ Bastonete de Auer Qualquer alteragéo.
anormalidade
ausente
0,
Com displasia em Nenhuma ou g/IPOJ?/O/O
unlcggénlgﬁ?:m e 1 3 grl:glr?rlljslridade Bastonete de Auer Qualquer alteragéo.
b ausente
0,
Baseada na definic¢éo g/lpo <:<?/0/0
da anormalidade 0 1-3 <15%3 Alteracdo que define o subtipo de SMD.
. o Bastonete de Auer
citogenética
ausente
Citopenia refratéria MO <5% «
da infancia 1-3 1-3 Nenhuma SP <20 Qualquer alteracao.

Fonte: ARBER et al. 2016. Legenda: Medula Ossea (MO); Sangue Periférico (SP); Sindrome mielodisplasica (SMD). Nota: (*) Citopenias, definidas como: hemoglobina, <10
g/dL, contagem de plaquetas, <100 x 10° / L e contagem absoluta de neutréfilos <1,8 x 10° / L. Raramente, a SMD pode apresentar anemia leve ou trombocitopenia acima
destes niveis. A contagem absoluta de mondcitos no SP deve ser <1x10%L. (f) Se a mutagio SF3B1 estiver presente. (1) Um por cento de blastos no SP deve ser registrado
em, pelo menos, duas ocasides distintas. (8) Casos com >15% sideroblastos em anel, por defini¢do, tém significativa displasia eritrdide, e sdo classificados como SMD-AS-

DUL.
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1.6 Tratamento da SMD

Alguns fatores devem ser considerados no manejo do paciente com SMD, como a
idade avancada da maioria dos pacientes, presenca de comorbidades e tolerabilidade a
algumas condutas terapéuticas intensivas. Além disso, quando o paciente evolui para LMA, as
taxas de resposta a quimioterapia sdo menores do que nos casos de LMA de novo. As opgdes
terapéuticas para SMD incluem cuidados de suporte, terapia de baixa intensidade e terapia de
alta intensidade, incluindo o transplante de celulas tronco-hematopoéticas (TCTH) e ensaios
clinicos (CHESON et al.2006; GREENBERG et al., 2017).

Para o tratamento da citopenias em pacientes de baixo risco sdo empregados o fator
estimulante de eritropoetina e o fator estimulante de coldnias granulociticas. As caracteristicas
preditivas de resposta a eritropoietina nesse grupo sdo: baixos niveis basais de eritropoietina,
pequena porcentagem de blastos na medula e baixa necessidade transfusional (GIRALDO et
al. 2006).

O TCTH é a Unica opcdo curativa para SMD. Entretanto, diversos fatores relacionados
ao paciente e ao doador limitam a elegibilidade dos casos. Para 0s pacientes que nao sao
candidatos ao transplante de CTH, os hipometilantes, como azacitidina e decitabina
constituem a primeira linha de tratamento para os casos de maior risco ou em progressdo
(LUBBERT et al. 2011). Quando comparados a terapia de suporte, promovem uma melhor
resposta hematologica. Tem sido demonstrado, também, uma reducdo no risco de
transformacéo para LMA, com melhora da sobrevida (FENAUX et al. 2009). A quimioterapia
intensiva pode ser empregada nos casos de mais alto risco, quando ndo ha doador compativel,
ou quando é necessario reduzir o nimero de blastos previamente ao transplante de CTH
(BERAN et al. 2001).

Os agentes modificadores de resposta bioldgica e agentes imunossupressores, como
glubulina antimocitica, ciclosporina e lenalidomida, tem mostrado eficécia nos casos de SMD
com HLA-DR15, variante hipocelular, citogenética normal, baixo risco e com clone
Hemoglobindria Paroxitica Noturna (HPN) (DUNN et al. 1999; SAUNTHARARAJAH et al.
2002).

A lenalidomida é uma agente imunomodulador com atividade em pacientes de baixo
risco. Os resultados benéficos tém sido particularmente evidentes para pacientes com del(5q).
Os pacientes apresentam melhora de dependéncia transfusional, alcangcam a resposta

hematoldgica e citogenética. Devido a mielossupressdao, como evento adverso, 0
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monitoramento através do hemograma, durante o periodo de tratamento é obrigatorio
(GIAGOUNIDIS et al. 2014; LIST; KURTIN; ROE, 2005; SWERDLOW et al. 2008). Um
dos efeitos da lenalidomida sobre a hematopoese ocorre devido a sua ag¢do anti-angiogénica.
Esse efeito é mediados pela inibicdo da migragédo das células endoteliais. O mecanismo pelo
qual a lenalidomida inibe a migracdo de células endoteliais induzidas por VEGF pode estar
relacionado a inibicdo induzida por VEGF (LU et al. 2009).

1.7  Estratificacdo de risco e Progndstico da SMD

Nos ultimos anos, o avanco de técnicas moleculares, como sequenciamento de
proxima geracdo (NGS) forneceu novos insights para o entendimento da fisiopatologia da
SMD levando a descoberta de novos marcadores de diagndstico e de prognéstico (ARBER et
al. 2016; GREENBERG et al. 2012). Assim, o0 acimulo de nova informacéo e experiéncia em
relagdo a SMD tornou necessaria uma nova revisdo. A Classificacdo da OMS 2016 introduziu
a influéncia da informacdo genética no diagnostico e classificacdo da SMD, além do
refinamento na citopenia e mudancas morfoldgicas (HONG; HE, 2017)

Apesar de o diagnostico da SMD ser essencial, visto que a historia natural da doenca
inclui um risco de morte por citopenias progressivas ou evolugdo para a LMA, garantir um
diagndstico de SMD pode ser um desafio, particularmente nos estdgios iniciais da doenga,
quando alteracbes morfolégicas e celulares associadas a doenca podem ser sutis
(STEENSMA, 2016).

Alguns mecanismos tém sido propostos para explicar essas alteragdes. Dentre eles,
reducdo dos niveis de testosterona em homens idosos, resisténcia das células eritroides a
eritropoietina, reducdo na capacidade das células progenitoras em gerar células
hematopoéticas, dentre outros. Varios termos tém sido usados para descrever individuos com
citopeniasinexplicadas, mutacdes clonais ou ambas.

Devido a heterogeneidade apresentada pelos individuos com SMD, foram propostos
sistemas de estratificacdo de risco que assumem papel fundamental na SMD na escolha da
opcao terapéutica e na monitorizacdo da evolucdo da doenca. Os principais fatores
prognosticos incluem a presenca e o grau de citopenia, a porcentagem de blastos na medula e
as alteracdes citogenéticas. Outros fatores incluem a presenca de fibrose em grau > 2,

mutagdes somaticas e parametros avaliados por citometria de fluxo, porém os dois ultimos séo
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pouco utilizados na pratica clinica (DELLA PORTA et al. 2009; VAN DE LOOSDRECHT et
al. 2008).

O sistema de modelo progndstico desenvolvido por Greenberg et al. (1997) € um dos
sistemas mais utilizados e denomina-se Sistema Internacional de Escore Progndstico (IPSS), o
qual foi resultado de um modelo de prognéstico baseado em 816 pacientes com SMD
priméria, avaliados em sete estudos prévios. O sistema de pontuagdo considera a porcentagem
de blastos da MO, o numero de citopenias periféricas e o caridtipo dividido em trés
categorias. O valor de IPSS é obtido pela somatdria dos valores individuais das trés variaveis.
De acordo com o IPSS, os pacientes com SMD podem ser estratificados nos seguintes grupos:
baixo risco (bom progndstico); risco intermediario 1 e risco intermediario 2 (progndstico
intermediario); e alto risco (progndstico desfavoravel) (VARDIMAN, 2009) (TABELA 4).

Os quatro grupos mostram diferencas significativas na sobrevida global e no risco de
transformacéo para LMA. A sobrevida média varia de 5,7 anos para pacientes de baixo risco a
0,4 anos para pacientes de risco elevado (GREENBERG et al. 1997).

Em 2010, o IPSS foi revisado baseado nos achados de um estudo multicéntrico
envolvendo 7.012 pacientes com SMD. O IPSS-R (TABELA 4) expandiu de 3 para 5 0
numero de subgrupos citogenéticos de prognostico com classificacBes especificas. Dados
como idade do paciente ao diagnostico, quantificacdo de ferritina sérica e lactato
desidrogenase foram consideradas importantes caracteristicas para a sobrevida, mas ndo para
a transformacao da leucemia miel6ide aguda (GREENBERG et al. 2012).

Tabela 4: Sistema Internacional de Escore Progndstico Revisado (IPSS-R) para SMD.

Variavel Escores
0 0,5 1,0 15 2,0 3,0 4,0

Caridtipo* '\t/)I(l)JrITth - Bom — | Intermediario | Ruim '\r/lljl::ao
Blastos (%6) <2 — >2a<5| -— — > 10 —
Hemoglobina
(g/dL) > 10 - 8a<10 | <8 — — -
Neutrofilos
(/mm?®) > 800 <800 - — - - -
Plaquetas
(x10%/mm?) >100 50 - 100 — - _ _ _

Fonte: Greenberg et al. (2012). Nota: Muito bom: del(11q), -Y; Bom: Normal, del(20q), del(5q) isolada e dupla,
del(12p); Intermediario: +8, 7q-, i(17q), +19, +21, qualquer outra alteragdo isolada ou dupla,
clonesindependentes; Ruim: inv(3)/t(3q)/del(3q), -7, anormalidades duplas incluindo -7/del(7q), presenca de 3
anormalidades; Muito ruim: presenca de > 3 anormalidades.
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Essas alteracfes permitiram uma andalise mais precisa do prognostico (GREENBERG
et al. 2012) (Tabela 5).

Tabela 5: Classificagdo de risco e estimativa de sobrevida segundo o Sistema

Internacional de Escore Progndstico Revisado (IPSS-R) para SMD.

Meédia de tempo de

Cla33|f_|ca<;ao de Pontuacéao S,oprewda Evolucdo para LMA,
risco Meédia (anos)
25%, ano
Muito baixo <15 8,8 -

Bom >15a30 5,3 10,8

Intermediario 30a45 3,2 3,2

Alto >45a6 1,6 1,4

Muito alto >60 0,8 0,73

Fonte: Greenberg et al. (2012).

Apesar da ampla utilizacdo dos sistemas de escores progndsticos para a SMD na
pratica clinica, algumas variaveis importantes associadas a sobrevida desses pacientes ainda
ndo foram contempladas (KOMROKJI et al. 2012). Devido a heterogeneidade dos pacientes
tanto ao diagnostico quanto em relacdo a evolucdo da doenca, novos marcadores de
prognostico tem sido alvos constantes de estudo, na tentativa de estratificar melhor e
aumentar o poder preditivo dentro dos grupos de risco. Os elementos de maior interesse para
0s sistemas de pontuacdo de prognostico sdo as caracteristicas moleculares (BEJAR et al.
2011; HAFERLACH et al. 2014).

Varios estudos tém identificado mais de 40 mutagdes recorrentes em pelo menos 80%
dos pacientes com SMD. As mais frequentes séo TET2, SF3B1, ASXL1, DNMT3A, SRSF2,
RUNX1, TP53, U2AF1, EZH2, ZRSR2, STAG2, CBL, NRAS, JAK2, SETBP1, IDH1, IDH2
eETV9996. Varias dessasmutacBes génicas estdo associadas a caracteristicas adversas, como
cariotipos complexos (TP53), excesso de blastos na MO (RUNX1, NRAS,e TP53) e
trombocitopenia grave (RUNX1,NRAS e TP53) (BEJAR et al. 2011; HAFERLACH et al.
2014; PAPAEMMANUIL; GERSTUNG; MALCOVATI, 2013).
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1.8  Gene TP53 na Mielodisplasia

Um dos genes mais frequentemente mutados nas neoplasias € o gene TP53. Conhecido
como guardido do genoma, ele atua na preservacdo da integridade do DNA, sintetizado na
fase S do ciclo celular. E um gene de supressdo tumoral envolvido na resposta celular a danos
no DNA (KASTENHUBER; LOWE, 2017).

O gene TP53 esté localizado no brago curto do cromossomo 17, na regido pl13.1, e
possui aproximadamente 20kb de comprimento. Codifica uma proteina de 53kDa,
denominada proteina 53 (p53). Esta fosfoproteina nuclear funciona como fator de transcricéo
de sequéncia especifica que esta diretamente relacionado com a regulagdo do ciclo celular,
inducdo da morte celular programada, reparo do DNA, senescéncia e metabolismo energético
(BENSAAD; VOUSDEN, 2007; CHEUNG; VOUSDEN, 2010). Quando ativada, a proteina
p53 € capaz de induzir a expressao de genes, como CDKNL1 e Bax, levando a uma parada no
ciclo celular (pontos de checagem) ou induzindo a apoptose, através da ativacdo da
transcricdo de genes pré apoptdticos.

Quando o gene TP53 € inativado ou suprimido, a célula perde a capacidade de
responder a danos ao DNA e favorecer o reparo deste, 0 que propicia o acumulo de mutacdes
adicionais que configurardo o fendtipo tumoral (KASTENHUBER; LOWE,2017).

As mutagdes do TP53 na SMD de novo ocorrem em 8-12% dos casos e estdo
fortemente  associadasa  cariotipos complexos e  monossémicos.  Entretanto,
aproximadamente50% dos pacientes com cariotipo complexondo tem anormalidade detectavel
no gene TP53 e apresentam uma sobrevida global compardvel aqueles com
cariotipos ndo complexos. Portanto, o status das mutagdes em TP53 podem ser (teis para
refinar 0 progndsticodestes pacientes tipicamente  considerados como tendo
doenca de alto risco (KULASEKARARAJ; MOHAMEDALI; MUFTI, 2013).

Pacientes com del(5q), seja comoanormalidade isolada ou frequentemente como parte
de um cariétipo complexo, tém uma taxa mais elevada de muta¢cdes concomitantes em TP53
(SEBAA et al. 2012; JADERSTEN et al. 2011). Essas mutacdes estdo associadas a reducgdo na
resposta ou recaida apds o tratamento com lenalidomida. Nestes casos, tais mutagdespodem
ser eventos secundarios e estdo frequentemente presentes em pequenos subclones que podem
se expandir durante o tratamento (JADERSTEN et al. 2009; MALLO et al. 2013).

A presenca de mutacBes em p53 é caracterizado como um fator independente de mau

progndstico, estando relacionada a manifestacdes clinicas mais graves, trombocitopenia,
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aumento no ndmero de blastos, resisténcia a lenalidomida, recidiva e pior sobrevida
(GANGAT; PATNAIK, TEFFERI, 2015).

Quanto aos pacientes considerados como baixo risco com cariétipo normal, mutacbes
no gene TP53 tém sido associadas a um progndstico desfavoravel, baixa resposta ao
tratamento e sobrevida reduzida (KULASEKARARAJ et al. 2013). O papel desse gene nos
pacientes de baixo risco, ainda ndo esta elucidado, porém é sugerido que essas mutacdes
ocorram no inicio do curso da doenca (JADERSTEN et al.2011)

1.9  Angiogénese na SMD

Angiogénese e vasculogénese constituem dois processos bioldgicos distintos de
fornecimento de oxigénio e nutrientes para tecidos distantes. No periodo embrionério, a
formacéo de novos vasos € essencial para sustentacdo dos 6rgaos em formacdo. No reparo de
tecido, novos vasos Sa0 necessarios para a sua sustentacdo. Porém, esses processos também se
encontram presentes em algumas condicGes patoldgicas, como doencas isquémicas e
neoplasias (SAULLE; CASTELLI; PELOSI, 2016).

A descoberta das células endoteliais progenitoras (CEPs) modificou o pensamento de
que a angiogénese s6 ocorreria no periodo embriondrio. Asahara et al.(1997) introduziram a
primeira demonstracdo sobre a presenca de uma célula progenitora endotelial na circulacdo
capaz de realizar a producdo de novo de vasos, dirigida através das (CEPS).

Os estudos realizados nesse sentido levaram a identificacdo de pelo menos dois tipos
de CPEs: (I) células hematopoéticas pro-angiogénicas, correspondendo a células de origem
hematopoiética que promovem a angiogénese via efeito paracrino; (I1) células formadoras de
colbnia endotelial (ECFCs) que sdo capazes de gerar uma progénie de células endoteliais
fenotipicas e funcionalmente competentes capazes de formar vasos in vivo. Basicamente, dois
tipos de células hematopoéticas proangiogénicas foram identificadas: uma com um fenétipo
mais maduro e correspondendo a células monociticas maduras e uma populacdo de células
progenitoras imaturas, correspondendo a células progenitoras hematopoéticas proé-
angiogénicas (ROSE; ERZURUM; ASOSINGH, 2015).

O estudo das células hematopoiéticas proangiogénicas tem levado a conclusao de que
elas derivam da diferenciacdo de um subconjunto de células progenitoras hematopoéticas,

mobilizadas a partir de MO por fatores de crescimento angiogénicos e contribuem in vivo para
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uma resposta angiogénica através de um efeito indireto baseado em mecanismos paracrinos
(WARA et al. 2011).

Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado que a microvasculatura exerce
importante funcdo na disseminagdo, progressdo, laténcia e apoptose das celulas tumorais
(MAKHNI et al. 2003), sendo associada a pior prognostico no cancer de mama, melanoma e
cancer de prostata. Estudos sobre o papel da angiogénese nas neoplasias hematoldgicas
sugerem um importante impacto no desenvolvimento e progressdo do mieloma multiplo,
linfoma e leucemia. Os fatores angiogénicos parecem promover o crescimento de blastos
leucémicos através de mecanismos autdcrinos e paracrinos, especialmente na LMA (SALVEN
etal, 1997; VACCA et al. 1995).

Na SMD, também é observado um aumento na angiogénese. Alguns estudos
exploraram tanto células endoteliais circulantes (CECs) quanto células progenitoras
endoteliais na SMD. Os resultados desses estudos forneceram evidéncias que o nimero de
CECs e CEPs é consistentemente elevado em SMD (TEOFILLI et al. 2015).

Della Porta et al. (2008), observaram um aumento no nimero de CECs, sendo
correlacionado positivamente com densidade microvascular (DMV) da MO e de forma
negativa com o prognostico internacional risco do sistema de pontuacdo Curiosamente, esses
autores mostraram que uma propor¢do varidvel, mas significativa, das CECs exibem as
mesmas alteracdes cromossdémicas detectadas nas células hematopoiéticas. Teofili et al.
(2015) observaram que os niveis de CEPs sdo acentuadamente aumentados em SMD de baixo
risco comparados aos controles normais; além disso, as ECFCs derivadas de SMDs exibem
vérias alteracOes epigenéticas e foram menos competentes que aquelas derivadas de controles
saudaveis para apoiar a hematopoese normal de células CD34".

Estudos imuno-histoquimicos demonstram aumento da DMV na medula de pacientes
com SMD, entretanto a correlacdo desses dados com os estagios da doenca e com o valor
progndstico tem mostrado dados conflitantes. Alguns trabalhos notificam esse aumento mais
expressivo em pacientes classificados como alto risco (KORKOLOPOULOU et al. 2001;
ALEXANDRAKIS, 2005). Bellamy et al. (2001), mostraram que a distribuigdo vascular e a
MVD do tecido da MO estavam associadas a sobrevida global em pacientes com SMD.
Entretanto, nesse estudo ndo se verificou uma relagdo por exemplo, com o IPSS, amplamente
utilizado para avaliar as caracteristicas clinicas e o prognostico da SMD. Em outros estudos,
essa correlacéo ndo foi observada (LUNDBERG, 2006).
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Madry et al. (2007), por sua vez, identificaram um aumento na DMV de individuos
com SMD, comparados ao grupo controle, porémestando influenciou a sobrevida dos
pacientes. O valor de VEGF, também avaliado nesse estudo ndo foi significativamente maior
nos pacientes comparados ao controle. Um dado interessante foi observado por Keith et al.
(2007), em que durante a transformagdo de SMD para doenca leucémica evidente, houve uma
diminuicdo da DMV, associada a uma mudanga no perfil de producdo na MO de citocinas
pré-angiogénicas, tais como VEGF, bFGF, TNF-o, HGF, Ang-1 e Ang-2 para a citocina anti-
angiogénica TGF-p.

1.10  Fator induzido por hipoxia (HIF)

Organismos aerdbicos necessitam de oxigénio para a producdo de energia e
sobrevivéncia dos tecidos. Assim, condic¢des de privacdo do oxigénio geram estresse celular e,
paradoxalmente, acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs), danosas a estruturas,
como proteinas e DNA. Em situacdes de hipdxia, diversos mecanismos de resposta adaptativa
sdo acionados visando a manutencdo do metabolismo e a homeostase. As células interrompem
temporariamente o ciclo celular, reduzem o consumo de energia e liberam fatores pro-
angiogénicos. Estes eventos sdo coordenados por vérias vias celulares, incluindo resposta
através da sinalizacdo por mTOR e a regulagdo génica por fatores induzidos pela hipoxia
(HIFs) (MAJMUNDAR, 2010).

A hipoxia € uma caracteristica essencial da medula dssea e fundamental no
desenvolvimento de células hematopoéticas normais e leucémicas. A sua caracteristica Unica
exp0Oe essas células a um nincho dindmico de sinais e respostas, capazes de influenciar o seu
destino e a resposta a terapia, gerados por fatores induzidos por hipdxia, uma familia de
ativadores de transcricdo, os quais controlam varios genes envolvidos na adaptacad celular a
hipéxia (SCHITO; REY; KONOPLEVA, 2017).

O HIF foi inicialmente identificado como um regulador da eritropoietina (EPO),
porém atualmente é reconhecido como um modulador chave da resposta transcricional do
estresse causado por hipdxia. Além de sua funcdo adaptativa nas respostas ao estresse celular,
estudos recentes revelam papéis importantes para o HIF em ambos os processos fisioldgicos e
patologicos(WANG, SEMENZA, 1995).

O Fator Induzido por Hipdxia-1 (HIF-1) é um fator de transcrigdo heterodimérico,

formado por duas subunidades: HIF-1a e HIF-1p. Ambas sdo constitutivamente expressas.
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Sob condigdes normais de oxigénio a subunidade HIF-1B é estavel, enquanto a subunidade
HIF-la ¢ rapidamente degradada por enzimas prolil-hidroxilases que promovem a
hidroxilacdo de residuos de prolina (Pro402 e Pro564). Esses residuos hidroxilados sdo
reconhecidos pelo fator de supressdo tumoral Von Hippel-Lindau (pVHL), que marca a
subunidade HIF-1a para a degradagao via ubiquitina-proteassoma (IVVAN et al. 2001).

Em situacOes de hipoxia, os baixos niveis de oxigénio, necessario para que ocorram as
hidroxilagdes e acetilagOes da subunidade do HIF-1a, impedem sua degradag@o e a proteina se
estabiliza no citoplasma. Em seguida, ela é translocada para o nucleo onde dimeriza-se a
subunidade B, formando o fator de transcrigao HIF-1. Este, por sua vez, se liga ao DNA
transcrevendo genes relacionados as alteracBes nas concentracdes de oxigénio (SEMENZA,
2013; WANG; SEMENZA, 1995) (Figura 3).

Figura 3: Representacdo esquematica da atividade do HIF1-a em condicdes de normoxia e

hipdxia.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Legenda: Degradagdo da subunidade HIF1 o em condi¢des de normoéxia e sua estabilizagdo e
translocacdo para o nucleo em condicdes de hipdxia, culminando na ligagdo a subunidade beta, com
ativacdo de genes alvos envolvidos na manutencdo da homeostase celular, incluindo a angiogénese.
VHL: Von Hippel-Lindau; HIF-1: Fator Induzido por Hipoxia-1; VEGF: Fator de crescimento

endotelial vascular; EPO: eritropoietina; TGFa: fator de crescimento tumoral a.



41

Além da hipdxia, outros fatores, como a acdo de horménios, citocinas (IL-1f, TNF-a),
fatores de crescimento insulina-like (IGF), ferro (Fe), éxido nitrico (NO) entre outros, sdo
também capazes de estabilizar HIF-1a. Esses processos requerem um mecanismo que envolve
as EROs, indicando que a via ndo hipoxica é dependente de citocinas inflamatorias,
principalmente IL-1p ¢ TNF-a (HADDAD, 2002).

A IL-1pB e a insulina estabilizam o HIF-1a em condi¢des normais de oxigénio e que
esse mecanismo ocorre pela via da Fosfatidil-Inositol-3-kinase (PI-3K). Outra hipdtese € a
hiper regulacdo do HIF-1a mediada pela IL-1p que utiliza a via NF-kx B/COX2, demonstrando
a relacéo entre a regulacdo do HIF-1a e a inflamagdo, uma vez que o fator de transcrigdo NF-
Kk B ¢é reconhecido como o maior regulador da transcri¢do de citocinas (STIEHL et al. 2002).
Assim, a estabilizagdo ndo hipoxica do HIF-1a ¢ feita por diferentes vias de sinalizagdo
(COIMBRA, 2004; JUNG et al. 2003; QIAN, 2004).

Os estimulos das citocinas inflamatérias IL-1p ¢ TNF-o ativam vias de sinaliza¢do
intracelular, estimulando a liberagdo, pelas mitocondrias, de EROs, que diminuem a
hidroxilagdo do HIF-1a e, consequentemente, inibem sua degradagdo. Além disso, o estimulo
final comum das vias de sinalizacdo, ¢ o de ativar fatores de transcricdo responsaveis por
transcrever o RNAm do proprio HIF-1a. Além dessa fungdo, a via da PI-3K também libera o
NF-x B que transcreve os genes das principais citocinas inflamatoérias, entre elas a IL-1p e o
TNF-o. A diminuicdo da degradacdo do HIF-1a, associado ao aumento da expressdo de seu
RNAmM, garantem sua estabilizacao celular ndo relacionada com a hipéxia (HADDAD, 2002;
JUNG et al. 2003; QIAN, 2004; STIEHL et al. 2002).

Alteraces na sequéncia de nucleotideos e na expressao da subunidade HIF-1a tém
sido associadas a diversas patologias. Uma reviséo recente feita por Gladek et al. (2017),
coletaram dados acerca de polimorfismos do HIF1-alfa. No total, 34 polimorfismos foram
testados para uma associacdo com 49 fendtipos. Entre todos os polimorfismos coletados, 16
SNPs mostraram associacgdes significativas com 40 fendtipos diferentes, incluindo seis SNPs
associados a 14 tipos de cancer. As neoplasias hematoldgicas sdo frequentemente
caracterizadas por alteragdes no microambiente da MO, que podem desencadear sinalizagdo
mediada por hipdxia e ativar fatores de transcri¢do, como o fator induzido por hipoxia 1 alfa
(HIF-1a). O HIF-la pode aumentar a capacidade das células malignas de escapar dos
principais mecanismos de checkpoint celular, como o direcionamento de p53, apoptose e
autofagia durante a transformacgdo (SEMENZA, 2004)
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Tong et al. (2012), analisaram a expressao de HIF-1a por imuno-histoquimica na MO
de 81 pacientes com SMD, sendo observada em 49,4% (40/81) dos pacientes e foi
considerada um marcador de prognéstico independente para a doenca. Além disso, a
expressao de HIF-1a foi correlacionada com menor sobrevida global e progressdo da doenga.
Houve uma associa¢do com a porcentagem de blastos na MO, niveis de hemoglobina dados
citogenéticos. Recentemente, Hayashi et al. (2018), demonstraram que a ativagdo do HIF-1a é
necessaria e suficiente para desencadear um fendtipo displasico e citopénico em pacientes
com SMD. Assim, o HIF1A se apresenta, cada vez mais, como um mediador patobiologico

central da SMD e como um alvo terapéutico eficaz para um amplo espectro de pacientes.

1.11 Fator de crescimento vascular endotelial - VEGF

O gene VEGF humano esta localizado no braco curto do cromossomo 6 na posicdo
21.1(6p21.1) e codifica um pré-mRNA de aproximadamente 14kb que possui 8 éxons

separados por 7 introns (GIACCA, 2012) (Figura 4)

Figura 4: Localizacdo do gene VEGF no cromossomo 6.
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Fonte: https://ghr.nlm.nih.gov/gene/VEGFA#location
Este gene € um membro da familia dos fatores de crescimento PDGF/VEGF. Ele

codifica uma proteina de ligacdo a heparina, que existe como um homodimero ligado a
dissulfeto. Este fator de crescimento induz proliferacdo e migracdo de células endoteliais
vasculares e é importante tanto para a angiogénese fisiolégica quanto patoldgica. O bloqueio
desse gene causa formacdo anormal de vasos sanguineos embrionadrios em camundongos
(WEIS; CHERESH, 2005).

Em diversas neoplasias ocorre uma super regulacdo desse gene e 0 aumento de sua
expressao esta correlacionada com o estagio e a progressdo do tumor. Variantes alélicas deste

gene tém sido associadas a complicagbes microvasculares de diabetes tipo 1 e aterosclerose.
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Devido a clivagem alternativa, o gene VEGFA apresenta diversas isoformas, sendo VEGFA a
mais frequente. Todas as isoformas mantém os éxons de 1 a 5 que codificam respectivamente,
a regido sinalizadora, a porcao N-terminal, o sitio de ligacdo do receptor VEGFR1, o sitio de
ligagdo do receptor VEGFR2 e um sitio de clivagem de Plasmina. A isoforma VEGFA, tem a
perda do éxon 6, responsavel por codificar parte do sitio de ligacao de heparina. Ha também a
criacdo de um stop cddon na parte final do dominio C-terminal que é codificado pelo éxon 8.
(CLAESSON-WELSH, 2012; KARAMAN; LEPPANEN; ALITALO., 2018; KOCH)

O VEGF-A ¢ a isoforma mais estudada e desempenha um papel fundamental na
proliferacdo endotelial, sendo um dos principais mediadores de angiogénese patolégica e de
inducdo da permeabilidade vascular. Estudos tém demonstrado um envolvimento da
revascularizacdo na progressdo da doenga em neoplasias hematologicas, caracterizada pela
elevacdo dos niveis de VEGF-A e pela elevada expressdo do fator induzido por HIF-1a (AL-
HABBOUBI et al. 2011; TICHELLI; GRATWOHL, 2008; PENACK et al. 2010; PENACK et
al. 2011).

A angiogénese esta intimamente associada a fisiopatologia da SMD e ao tratamento da
doenca. O VEGF pode ter um efeito regulatério no sistema hematopoético e pode contribuir
para a progressao da doenca. Estudos tem encontrado um aumento nos niveis de VEGF tanto
no plasma como na medula de pacientes. Entretanto, os achados ndo séo conclusivos quanto
ao seu papel no desenvolvimento e na progressao da doenca. Madry et al. (2007) relataram
um aumento de VEGF em pacientes com SMD, principalmente nos subgrupos com excesso
de blasto e leucemia mielomonocitica cronica, porém sem diferenca significativa.

Kim et al. (2016) avaliaram a medula de 144 pacientes com SMD e observaram que
apesar de ndo ter havido uma diferenca significativa entre os diferentes subtipos de SMD,
uma alta MDV e a forte expressdo de VEGF parecem estar associadas a menor taxa de
sobrevida.

Um trabalho recente avaliou o papel da expressdo do gene VEGF-A e sua interacdo
com receptores VEGFR1 e VEGFR2 no prognéstico de 24 pacientes com SMD. Nesse
estudo, observou-se um aumento da expressdao de VEGF nos individuos com maior risco para
LMA e uma maior interacdo com o receptor VEGFR1. Além disso, houve correlacdo entre a
expressdo do gene VEGF-A e o numero de blastos e entre a expressdao de VEGFR1 e a
sobrevida global (KALITIN et al. 2017).

Em outro estudo, a expressdo de VEGF foi avaliada por imuno-histoquimica em 188

pacientes com SMD e verificou-se uma tendéncia para uma correlagdo positiva com a taxa de
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apoptose. Altos niveis de VEGF foram considerados um fator independente para sobrevida
global (INVERNINZZI et al., 2017). Essa relacdo com apoptose desregulada também foi
observada por Sun et al. (2006), ao investigar a expressao imuno-histoquimica de Bcl-2 e
VEGF em pacientes com SMD de novo e pacientes com LMA.

Portanto, a SMD é uma sindrome caracterizada pela insuficiéncia heterogénea e clonal
da MO, que abrange um espectro que varia desde a sua supressao, nos estagios iniciais, até a
uma transformacéo, de alto risco, para leucemia aguda em estagios posteriores. Além do
efeito de citocinas inflamatdrias no nicho da MO, a deplecdo de CTHs, a pancitopenia e 0s
blastos leucémicos também podem contribuir para a alteracdo da tensdo de O2 na medula e
levar a ativagdo do HIF-1a. Essa, por sua vez, pode contribuir para a ativacdo de vias de
proliferacdo que podem ser importantes na transformacdo da SMD em LMA. Assim, €
possivel que a hipdxia cronica possa ser critica para a transformacédo leucémica atraves da
ativacdo de elementos notaveis de resposta a hipoxia (HRES) promovendo proliferacdo
celular, resisténcia a drogas e, vasculogénese pelo VEGF.

Apesar de alguns trabalhos relacionarem a expressdao de fatores angiogénicos do
desenvolvimento e progressdo da SMD, o papel desses marcadores no prognostico dessa
doenca ainda permanece obscuro e poucos trabalhos investigaram a expressdo a nivel
molecular desses marcadores, sendo necessarios mais estudos que busquem compreender
melhor essa relagéo, inclusive entre as diferentes classificagdes dentro do grupo de citopenias
e displasia que ndo fecham os critério para SMD (ICUS, CCUS, CHIP e IDUS). Pesquisas
gue incorporem essas variaveis sdo importantes a fim de proporcionar ferramentas mais
especificas que direcionem melhor a conduta terapéutica e o followup desses pacientes, visto a
complexidade e heterogeneidade caracteristica que envolve essa patologia. Diante desse
contexto, o presente estudo é de grande relevancia ao promover o estudo de fatores de
prognostico nos pacientes e a caracterizacdo do processo de angiogénese, através da expressao
génica e sua relacdo com a progressdao da doenca. Dessa maneira, 0s achados obtidos nesse
estudo contribuirdo para o avanco no entendimento dos mecanismos fisiopatolégico da
doenca, além de fornecerem subsidios para futuras investigacdes acerca de novos alvos

terapéuticos e implementacdo de marcadores prognésticos nos servicos de hematologia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar a expressdo do genes TP53, VEGFA E HIFIaem pacientes com Sindrome
Mielodisplasica e outras citopenias e associa-los as citocinasVEGF-A, TNF-a, IL-6 e IFN-, e

aos fatores de prognostico.

2.2 Objetivos Especificos:

o Avaliar os dados demogréficos e laboratoriais dos pacientes com SMD,
ICUS/CCUS e CNN.
o Quantificar os niveis plasmaticos de VEGF-A, TNF-a, IL-6 e IFN-, e comparé-

los entre os grupos estudados.

o Investigar a expressdo dos genes TP53, VEGFA E HIF1ae compara-las entre 0s
grupos estudados.

o Associar os niveis plasmaticos de VEGF-A, TNF-a, IL-6 e IFN-,com os fatores
de prognostico niveis de hemoglobina, neutrofilos e plaquetas; nimero de blastos; fibrose e
citogenética;

o Associar expressdo génica do TP53, VEGFA E HIFIlacom os fatores de
prognostico niveis de hemoglobina, neutrofilos e plaguetas; nimero de blastos; fibrose e
citogenética;

o Associar os niveis dos marcadores plasmaticos e a expressdao dos genes

analisados a sobrevida global;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1  Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pelo comité de ética Hospital Universitario Walter Cantidio e
foi desenvolvido seguindo as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo
seres humanos, contidas na resolucao 466/2012 do Conselho Nacional de Saide do Ministério
da Saude. O projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Universidade Federal
do Ceara, sob o parecer de nimero 2.699.561. Todos o0s participantes receberam as
orientagdes acerca do projeto e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

3.2  Local do estudo

O acompanhamento dos pacientes, a coleta de amostras e de dados foram realizados
no servico de hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio. A quantificacdo das
citocinas foi realizada no Laboratério de Nefrologia e Medicina Tropical da Universidade
Federal do Ceara. A expressao dos genes HIF1-alfa e VEGF foi realizada no Laboratério de
Anélises Clinicas e Toxicoldgicas do curso de Farmécia da UFC.

3.3  Casuistica

Foram incluidos inicialmente, 85 pacientes no estudo, conforme fluxograma abaixo.

Figura 5: Fluxograma da distribuicdo dos pacientes de acordo com critérios de

incluséo e exclusio.
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3.3.1 Critérios de incluséo:

1- Pacientes com diagnostico de SMD

2- Pacientes com citopenias persistentes (duracdo superior a 6 meses) e/ou com
suspeita de SMD, como intuito de obter amostras de pacientes ao diagndstico.

3.3.2 Critérios de exclusdo:

Pacientes com citopenias associadas a outras neoplasias e/ou abandono do seguimento
ambulatorial.

3.4 Coleta de dados

Os dados clinicos e laboratoriais, como idade, sexo, classificacdo da SMD (OMS
2016), estratificacdo de risco (R-IPSS), transfusbes sanguineas, tratamento, hemograma,
mielograma, bidpsia de MO e caridtipo foram coletados a partir dos prontuarios médicos.

3.5 Coleta de amostras biologicas

Foram colhidas amostras de sangue do aspirado medular com anticoagulante EDTA
dos participantes para extracdo de RNA e quantificacdo das citocinas. O plasma foi obtido por
centrifugacdo e armazenado a -80°C para determinagdo dos niveis de VEGF-A, TNF-a, IL-6 e
IFN-,.

3.6 Extracdo de mRNA

O RNA das amostras foiextraido a partir da utilizacdo do Trizol LS Reagente® de
acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Para cada 10° células armazenadas em 1mL
de Trizol Reagente® foram adicionados 200uL de Cloroférmio para desproteinizacdo e 10uL
de glicogénio, sendo homogeneizadas em vortex e, em seguida, centrifugadas a 14.000rpm
por 15 minutos a 4° C. O sobrenadante de cada amostra foi retirado e transferindo para novos
tubos, seguidos de precipitagdo com 400uL de isopropanol, e incubado overnight a -20°C. O
precipitado foi armazenado a — 80 C° para posterior extracdo de DNA e proteinas. Apds esse
periodo, foi realizada outra centrifugacédo a 14.000rpm por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante
foi descartado por inversdo. O pellet formado foi ressuspenso em etanol 70% (v/v) e
novamente centrifugado por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi novamente
descartado por inversdo e, apés seco, o pellet foi diluido em agua livre de RNAse.

A qualidade das amostras foi analisada atraves de leituras espectrofotométricas nos
comprimentos de ondas de 230, 260 e 280 nm, obtendo-se suas relacbGes para posterior

afericdo de contaminagédo das amostras.
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3.7 Sintese do cDNA

A partir de 2000 ng de RNA extraido de cada amostra, foi realizada a sintese do
cDNA, atraveés do kit para Transcricdo Reversa da AppliedBiosystems® (High CapacitycDNA
Reverse Transcription Kit AppliedBiosystems®), segundo as recomendacdes do fabricante. O
cDNA foi diluido cinco vezes para ser utilizado nas reagdes de qPCR e armazenado a -20°C.

3.8 Reag0es de gPCR (PCR quantitativa em tempo real)

As reacOes foram realizadas no aparelho 7500 Fast Real-Time PCR System®
(AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA), em placas transparentes de 96 pocos
(MicroAmp 96-well Plates, AppliedBiosystems, Inc., Foster City, CA, USA). As reacdes de
PCR em tempo real foram realizadas em duplicata utilizando sondas TagManassay® com
marcacdo FAM-MGB pela AppliedBiosystems (Tabela 6). O volume final de cada reacéo foi
de 10ul, sendo 7ul de TagMan Universal, 0,5ul de primer (TagManAssay) e 2,5ul de cDNA.
As condicdes de termociclagem compreenderam uma incubacgdo a 50°C por 2 minutos, 95°C
por 10 minutos (para ativacdo da DNA polimerase), seguidos por 40 ciclos de 95°C por 15

segundos (desnaturagao) e 60°C por 1 minuto (anelamento e extensdo simultaneos).

Tabela 6: Relacdo das sondas utilizadas na expressao génica por qtPCR.

Genes analisados Codigo de referéncia

(AppliedBiosystems)

Gene normalizador
GAPDH (Gliceraldeido Hs99999905_m1
fosfatodesidrogenase)

Genes estudados (genes alvos)

HIF-1 o (Fator Induzido por Hipoxia 1-alfa) Hs00153153_ml
VEGF-A(Fator de crescimento vascular endotelial A) HS00900054 m1
TP53 (Proteina Tumoral 53) Hs01034249 ml

3.9 Determinacéo relativa dos niveis de expressao dos genes alvo

Para normalizar os valores de Cqg dos genes alvo (VEGFA, HIF-1a e TP53), o Cq
determinado para uma amostra para cada gene foi subtraido do Cq's dos gene de referéncia
utilizado (GAPDH) da mesma amostra, gerando assim os valores de 4Cq e 22%9(LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).
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3.10 Determinacdo dos niveis plasméticos de VEGF-A, TNF-a, IL-6 € IFN-,

Os niveis de VEGF-A, TNF-a, IL-6 e IFN-, foram quantificados por Enzima Imuno
ensaio (ELISA), em plasma de medula de acordo com as instrucdes do fabricante. Kits
comerciais de ELISA foram adquiridos da marca R&D Systems® (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA). As seguintes etapas foram realizadas:

a) Sensibiliza¢éo: No primeiro dia, foi feita a sensibilizacdo da placa de 96 pogos
(360 uL/pogo) de poliestireno (UltraCruz® ELISA Plate) com base plana e alta afinidade para
ligacdo de anticorpos. A sensibilizacdo foi feita com a adi¢do de anticorpos primarios (100
ul/pocgo), previamente diluidos em PBS. Apo6s a adi¢do do anticorpo, a placa foi selada e
incubada overnight a temperatura ambiente sob agitacdo de 300rpm.

b) Bloqueio: No segundo dia, a placa sensibilizada com anticorpo primario foi
lavada com solugdo de lavagem (PBS-Tween 0,1%) por 3 vezes com 300ulL/poco, para a
retirada de anticorpos que ndo se ligaram a placa. Depois foi feito o blogqueio da placa com a
adicdo de 300uL/poco da solugdo Bloqueio (PBS-BSA 1%). A placa foi selada e incubada por
1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, foi novamente lavada por 3 vezes com
300uL/poco.

C) Preparo e adicdo da curva padrdo a placa: cada kit contém o padrao,
proteina recombinante do biomarcador humano, em uma concentracdo conhecida apés a
reconstituicdo com a solugdo diluente (PBS-BSA 1%). A partir do padrao reconstituido ¢ feita
a curva padrdo para analise dos resultados. Para isso, foi feita a diluicdo seriada do padréo,
totalizando 7 dilui¢Bes ou 7 pontos da curva padréo (curva linear).

d) Adicdo das amostras bioldgicas: as amostras de plasma dos pacientes foram
separadas e descongeladas a temperatura ambiente, submetidas ao vortex e depois
centrifugadas. Foram adicionados 100 pL de amostra e padréo. As placas foram entéo seladas
e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo de 300 rpm. Nova lavagem foi
feita para a retirada de ndo-ligantes.

e) Adicdo e ligacdo do anticorpo secundario (conjugado a biotina): nessa
etapa, 100uL de anticorpo especifico para epitopos do biomarcador fixado no anticorpo
primario foram adicionado. As placas foram entdo seladas e incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente sob agitacdo de 300 rpm. Nova lavagem foi feita para a retirada de
anticorpos nao-ligantes

f) Adicéo e ligacdo da estreptavidina-HRP: A estreptavidina ligada a enzima

peroxidase (100puL) foi adicionada na placa para ligagdo com a biotina. As placas foram entéo
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seladas e incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente sob agitacdo de 300 rpm ao abrigo
da luz. Nova lavagem foi feita para a retirada de ndo-ligantes.

Q) Quantificacdo do complexo imobilizado (Anticorpo primario-
Biomarcador-Anticorpo secundario —biotina-estreptavidina-peroxidase): nessa etapa foi
feito o monitoramento da atividade da peroxidase na presenca de um substrato cromégeno,
3°,5,5’-tetra-metilbenzidina (TMB ELISA substrate-High Sensitivity, Abcam®). Apés a adi¢do
do TMB (100 uL/pogo), a placa foi incubada por 20 minutos no escuro, sendo observado o
desenvolvimento da cor azulada, representando a concentracdo de biomarcador na amostra.

h) Parada da reacdo do TMB: a reacdo foi parada com a adicdo de 50uLde
acido sulfarico a 2 Normal (100 uL/pocgo), produzindo uma cor amarelada.

A intensidade da cor gerada foi medida usando um espectofotometro a 450 nm, com
filtro de 570 nm. O aumento da absorbancia é diretamente proporcional a concentracdo do

biomarcador na amostra.

3.11 Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com auxilio dos programas GraphPadPrism 6.0 e
SPSS 24.0. O teste Shapiro-Wilk foi empregado para avaliar a normalidade dos dado. VValores
de outliers foram removidos. Foram considerados com distribuicdo normal (dados
paramétricos) os grupos com p-valor >0,05 para o teste de Shapiro-Wilk.

Os dados paramétricos foram analisados através do teste t de Student, para a
comparacao da média entre dois grupos, e do teste de ANOVA one-way, para a comparagao
das médias com mais de dois grupos. O pos-teste (post-hoc) para a ANOVA one-way foi
definido a partir da analise da homogeneidade de variancias através do teste de Levene. Caso
houvesse homogeneidade de variancias (p-valor > 0,05), foi definido como pos-teste para a
ANOVA one-way o teste de Tukey. Caso ndo houvesse homogeneidade de variancias entre 0s
dados (p-valor<0,05), foi definido como pds-teste para a ANOVA o teste de Games-Howell.

Os niveis de expressdo génica (valores de 2°2€9) foram expressos em média * desvio
padrdo (SD), com intervalo de confianca (Cl) (maximo e minimo), a fim de determinar a
possivel associacdo entre o nivel de expressdo dos genes e as variaveis analisadas. O nivel de
significancia estatistica utilizado foi de p<0,05. As analises de sobrevida foram realizadas com
0 auxilio do software online gratuito CutoffFinder (http://molpath.charite.de/cutoff/) para

obtencéo das diferencas entre as curvas de sobrevivéncia pelo teste de LogRank.
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4. RESULTADOS

4.1 Analise clinica e laboratorial dos pacientes com SMD, ICUS/CCUS e CNN.

Um total de 85 pacientes encaminhados ao servigo de hematologia do HUWC para
realizacdo do mielograma por citopenia a esclarecer, macrocitose e SMD, foram incluidos no
estudo. Desses, 13 foram diagnosticados com outra patologia neoplasica ou ndo deram
continuidade a investigacdo, sendo excluidos. O numero de pacientes com citopenias ndo
associadas a causas neoplasicas (CNN) foi 7 (doencas genéticas (n=2), doenca de Gaucher
(n=2), multifatorial (n=1), associadas a altera¢des renais (n=2)). Dentre os 65 restantes, 31
pacientes apresentavam citopenias persistentes sem uma causa definida apds investigagdo
clinica e laboratorial, e ndo preencheram os critérios para SMD, sendo classificados como
ICUS/CCUS (VALENT 2018). O numero de pacientes com SMD foi 34, sendo 22 com
diagnostico prévio e 12 com diagnostico confirmado apos a data da coleta.

A média de idade dos pacientes com SMD, ICUS/CCUS e CNN foi respectivamente
74, 61 e 50. Apenas no grupo SMD a frequéncia entre os sexos foi a mesma. Nos demais,
houve um predominio do sexo feminino (Tabela 7).

Quando o grupo SMD foi estratificado de acordo com a fase da doenca, observaram-se
maiores niveis de hemoglobina, neutréfilos e plaquetas na fase inicial da doenga e um menor

numero de blastos (Tabela 8).



Tabela 7: Analise clinica e laboratorial dos pacientes.
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Grupos
SMD ICUS/CCUS CNN P Valor
Média (Faixa) n(%) Média (Faixa) n(%o) Média (Faixa) n (%)
Sexo
F 17 (50%) 21 67,7% 5 71,4% 0,278
M 17 (50%) 10 32,3% 2 28,6%
Idade 74 (47 - 94) 34 61 (20 — 92) 31 50 (24 — 82) 7 0,002
Estratificagdo por idade
<60 7 (20,6%) 12 (38,7%) 4 (57,1%) 0,129
>60 27 (79,4%) 19 (61,3%) 3 (42,9%)
L 3,63 3,89 4,00
Hemacias (1,70 — 6,40) 34 (1,70 - 6,50) 31 (2,80 — 5,60) ! 0,562
. 10,97 11,32 13,02
Hemoglobina (5.7 - 15.40) 34 (95,8 16,0) 31 (9-17.3) 7 0,257
Estratificacdo de Hb
>10 24(70,6%) 22 (71,0%) 6 (85,7%) 0,895
8-10 4(11,8%) 5 (16,1%) 1 (14,3%)
<8 6 (17,6%) 4 (12,9%) 0 (0,0%)
- 715,91 433,88 512,4
Monocitos (140 — 2755) 34 (125 - 776) 31 (165 — 878) ! 0,302
L 33,64 34,65 39,6
Hematocrito (17,50 — 48,00 34 (16.7-49.1) 31 (26,6-56,4) 7 0,284
94,27 90,54 98,78
VeM (59,70 — 114,30) 34 (70,1 -111) 31 (93,8 —109,5) ! 0,253
e 2677,43 3307,26 2666,2
Neutr6filos (391 — 12302) 34 (804 — 9976 31 (1279 — 3506) ! 0,470
Estratificacdo de
neutrofilos
>800 31 (91,2%) 29 (93,5%) 7 (100,0%) 0,747
<800 3(8,8%) 2 (6,5%) 0 (0,0%)
Plaquetas 148728,75 34 128505,48 125886,00 0.642
(14000 - 986100) (13710 - 528000) (37810 —285100) ’
Estratificagdo de 19
plaquetas
>100 16 (47,0%) 18 (58,1%) 3 (42,8%) 0,809
100-50 9 26,5% 8 (25,8%) 1 (14,4%)



<50
Celularidade do
mielograma
Hipocelular
Normocelular
Hipercelular
Diseritropoese
Auséncia
<10
>10
Disgranulopoese
Auséncia
<10
>10
Dismegacariopoese
Auséncia
<10
>10
Percentual de Blastos 5,52 (0 - 8)
*Coloragéo de Pearls
Ausente ou diminuido
Presente ou normal
Aumentado
Celularidade da BMO
Hipocelular
Normocelular
Hipercelular
Mielofibrose
(Grau/Disposicao)
Auséncia
Presenca
Cariotipo
Normal
Alterado
Dependéncia
transfusional
N&o dependente
Dependente
OMS

9 (26,5)%

5 (14,7%)
2 (5,8%)
27 (79,4%)

6 (17,6%)
9 (26,5%)
19 (55,9%)

12 (35,3%)
13 (38,2%)
9 (26,5%)

12(35,3%)

8 (23,5%)

14 (41,2%)
34

16(47,2%)
7(20,6%)
11(32,3%)

6 (27,3%)
4 (18,2%
12 (54,5%)

12 (54,5%)
10 (45,5%)
10 (58,8%)
7 (41,2%)

30 (88,2%0
4 (11,7%)

1,61 (0 4)

5 (16,1%)

10 (32,3%)
2 (6,5%)
19 (61,3%)

15 (48,4%)
15 (48,4%)
1 (3,2%)

14 (45,2%)
16 (51,6%)
1(3,2%)

17 (54,8%)
11 (35,5%)
3 (9,7%)
31

12 (41,4%)
15 (51,7%)
2 (6,8%)

5 (29,4,%)
2 (11,8%)
10 (58,8%)

12 (80,0%)
3 (20,0%)
6 (85,7%)
1 (14,3%)

29 (93,5%)
2 (6,4%

3(42,8%)

1(14,2)%
0 (0,0%)
6 (85,8%)

1 (14,3%)
6 (85,7%)
0 (0,0%)

7 (100,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)

4 (57,1%

3 (42,9%)

0 (0,0%)
7

3 (50,0%)
3 (50,0%)
0 (0,0%)

3 (100,0%)

0 (0,0%)
0 (0,0%)

N/A

1 (100,0%)
0,0%

7 (100,0%)
0 (0,0%)

0,309

0,001

0,017

0,051

0,228

0,018

0,358

0,343

0,597
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SMD DUL

SMD DML

SMD DUL

SMD SA DML
SMD del (5q)
SMD relacionada a
terapia

AREB
R-IPSS

Muito baixo/Baixo

Intermediério
Alto/muito alto
Obito

Néao

Sim

10 (29,4%)
10 (29,4%)
2 (5,8%)
2 (5,8%)
2 (5,8%)

3(8,8%)
5(15,0%)
10 (58,9%)

6 (35,3%)
1 (5,8%)

31 (91,2%)
3 (8,8%)

NA
NA

NA
NA
NA
NA
NA

NA
NA

31 (100,0%)
0 (0,0%)

NA
NA

NA
NA
NA
NA
NA

NA
NA

7 (100,0%)
0 (0,0%)

0,174
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OMS: Organizagdo Mundial de Saide; DUL- Displasia em unica linhagem; DML: displasia em multipla linhagem; SA DML: Sideroblasto em
anel com displasia em mdaltipla linhagem; SMD del (5q): delec¢do do braco longo do cromossomo 5; AREB: Anemia refrataria com sideroblastos
em anel; R-IPSS: Sistema de Scores Progndsticos Revisado; NA: ndo aplicado. *: em alguns mielogramas a coloracdo de PERLS foi prejudicada,

n&o sendo possivel a avaliagéo.



Tabela 8: Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com SMD de acordo com o estagio da doenga.
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Estratificagdo da SMD
Formas Iniciais Formas avancadas P Valor
n=26 n=5
Média N e/ou (%) Média N e/ou (%)
Sexo
F 16 (61,5%) 1 (20,0%) 0,082
M 10 (38,5%) 4 (80,0%)
Idade 72 (24 —96) 74 (54 —93) 0,955
Estratificacdo por
idade
<60 5 (19,2%) 2(40,0%) 0,362
>60 21 (80,8%) 3 (60,0%)
Hemécias 3,89 26 3,64 5 0,610
(2,27 - 6,40) (2,70 - 4,90)
Hemoglobina 11,83 26 9,26 5 0,786
(6,40 — 15,40) (7,10 - 12,60)
Estratificacdo de Hb
>10 21 (80,8%) 1 (20,0%) 0,006
8-10 3 (11,5%) 2 (40,0%)
<8 2 (7,7%) 2 (40,0%
Mondcitos 609,40 26 802,33 5 0,0028
(140 — 1864) (393 - 1090)
Hematocrito 36,12 26 28,90 5 0,950
(24,7 — 48) (22,3 -38,2)
VCM 94,10 26 89,22 5 0,441
(75 -113) (59,7 -114,3)
Neutréfilo 2740,27 26 1763,25 5 0,033
(947 —12302) (391 - 3360)
Estratificagdo de
neutroéfilos
>800 26 (100,0%) 3 (60,0%) 0,001
<800 0 (0,0%) 2 (40,0%0
Plaquetas (x10%) 166,5 26 80,2 5 0,016
(17,8 —986,1) (4,0-132,3)

Estratificacdo de



plaguetas
>100
100 -50
<50
Celularidade do
mielograma
Hipocelular
Normocelular
Hipercelular
Diseritropoese
Auséncia
<10
>10
Disgranulopoese
Auséncia
<10
>10
Dismegacariopoese
Auséncia
<10
>10
Percentual de Blastos 1,41 (0-3)
Coloracéo de Pearls
Ausente ou diminuido
Presente ou normal
Aumentado
Celularidade da BMO
Hipocelular
Normocelular
Hipercelular
Mielofibrose
(Grau/Disposicéo)
Auséncia
Presenca
Cariotipo
Normal
Alterado
OMS
SMD DUL

16 (61,5%)
6 (23,1%
4 (15,4%)

5 (19,2%)
2 (7,6%)
19 (73,1%)

4 (15,3%)
8(30,7%)
14 (53,8%)

9 (34,6%)
10 (38,4%)
7 (27,0%)

10 (38,5%)
6(23,0%)
10 (28,5%)
26

13 (50,0%)
4 (16,7%)
9 (33,3%)

5 (29,4%)

4 (23,5%)
8 (47,1%)

9(60,0%)
6 (40,6%)

6 (60,0%)
4 (40,0%)

10

2 (40,0%)
2 (40,0%)
1 (20,0%)

0 (0,0%)
0 (0,0%)
5 (100,0%)

2 (25,0%)
0 (0,0%)
3 (75,0%)

0 (0,0%)
3 (60,0%)
2 (40,0%)

2 (40,0%)

2 (40,0%)

1 (20,0%)
6,40 (5 8) 5

2 (40,0%)
1 (20,0%)
2 (40,0%)

0 (0,0%)

0 (0,0%)
2 (100,0%)

0 (0,0%)
2 (100,0%)

3 (75,0%)
1 (25,0%)

0

0,645

0,492

0,391

0,391

0,141

0,003

0,788

0,437

0,058
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SMD DML

SMD SA DML

SMD del (5q)

SMD relacionada a

terapia

AREB
SMD-SA-DUL
RIPSS

Muito baixo/Baixo

Intermediario

Alto/muito alto
Dependéncia
transfusional

N&o dependente

Dependente
Obito

Néo

Sim

[ SN
onvnNn B

N O

[N

25 (96,2%)
1 (3,8%)

26 (100,0%)
0 (0,0%)

OO oo

= W

4 (80,0%)
1 (20,0%)

3 (60,0%)
2 (40,0%)

0,006

0,301

0,02
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Dentre os pacientes com SMD com resultado de cariétipo (n=17), 10 (58,8%) eram
normais e 7 (42,2%) alterados. Em 2 casos, houve auséncia de metafase. No grupo
ICUS/CCUS, o carittipo foi obtido em 7 (23,3%) pacientes, dos quais 6 (85,7%) eram
normais e 1(14,3%) alterado, apresentando a monossomia do cromossomo Y. A tabela 9
apresenta as principais caracteristicas epidemioldgicas e laboratoriais dos pacientes com
SMD, ICUS/CCUS e CNN.

Tabela 9: AlteracGes citogenéticas dos pacientes com Sindrome Mielodispléasica e
ICUS/CCUS

Alteracd@es citogenéticas no grupo SMD N
46, XX[15]/ 46,XX, del (5)(q13.1)[5] 1
46,XX,+ 6[3]/46,XX[17] 1
47,XY+8 [8]; 46,XY[12] 1
46,XY[13]/46,del(11)(q23)[7] 1
175, XXXXXXXX,-5,-6,-7,-9,-11 -13,-14[4]/46,XX, del(5)(q15q33)[8]/46,XX[19] 1
45,XX,-18[4]/46,xx[16] 1
Alteracdes citogenéticas no grupo ICUS/CCUS N
45, X, -Y [6]/ 46, XY[14] 1

A analise dos parametros hematologicos mostrou um perfil semelhante nos trés grupos
quanto aos parametros do hemograma. Entretanto, foi observado um aumento no nimero de

monadcitos no grupo SMD comparado ao grupo ICUS/CCUS (Gréfico 1).
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Grafico 1: Contagem de monadcitos em pacientes com SMD, ICUS/CCUS e CNN.
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4.2 Caracterizacdo da interacdo dos genes TP53, HIFla e VEGFA e citocinas
imunomoduladoras IFN,, TNFa e IL-6 na fisiopatologia de pacientes com SMD,

ICUS/CCUS e CNN com base em analise de correlacéo.

Os niveis de correlacdo entre os genes co-expressos foram avaliados nos grupos de
pacientes com SMD, ICUS/CCUS e CNN. Inicialmente, a analise de correlagdo em todos 0s
pacientes analisados revelou uma forte correlagdo positiva entre a expressao do genes VEGFA
e HIF1la (R=0,834; p<0,001), e correlacdo poisitiva moderada entre a expressdo dos genes
HIFla e TP53 (R=0,595; p<0,001) e VEGFA e TP53 (R=0,551; p<0,001). Nesse cenario
tambem ocorreu a correlgdo positiva entre a expressdao do gene HIFla e a citocina IFN,
(R=0,628, p<0,001) e a citocina VEGFA (R=0,502, p<0,001).

A correlacdo positiva entre esses biomarcadores demonstra que estes atuam junto na
fisiopatologia das doencas estudadas (Tabela 10).
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Ademais, avaliou-se a interacdo entre os genes e as citocinas estudadas, somente em
pacientes em SMD, e observou-se de correlagéo entre a expresséo dos genes VEGFA e HIFla
(R=0,685, p<0,001) (Tabela 11).

Tabela 10: Matriz de correlacdo da expressao dos genes TP53, VEGF e HIF e as
citocinas TNF, IFN, VEGF e IL6 em paciente com SMD, ICUS/CCUS e CNN

MRNA MmRNA MmRNA IFN, TNFopg/ VEGFA IL-6
TP53 HIFla  VEGFA (pg/mL) mL pg/mL  pg/mL

MRNATP53 Coeficiente de 1 ,595™ ,551™ ,195 -,285 ,170 -,077

Pearson

p valor ,000 ,000 ,215 ,120 ,396 ,692
MRNA HIFla  Coeficiente de ,595™ 1 ,834™ ,628™ -,102 ,502™ -,020

Pearson

p valor ,000 ,000 ,000 ,578 ,006 ,917
mRNAVEGFA  Coeficiente de ,551**- 1 387" 022 331 -,083

Pearson

p valor ,000 ,000 ,007 ,900 ,065 ,642
IFN, Coeficiente de ,195 ,628™ ,387" 1 ,062 ,383" ,037
(pg/mL) Pearson

p valor ,215 ,000 ,007 ,694 ,018 ,819
TNFa Coeficiente de -,285 -,102 ,022 ,062 1 ,025 111
pg/MI Pearson

p valor ,120 ,578 ,900 ,694 875 471
VEGFApg/mL  Coeficiente de ,170 ,502" ,331 ,383" ,025 1 ,215

Pearson

p valor ,396 ,006 ,065 ,018 ,875 ,189
IL-6 pg/mL Coeficiente de -,077 -,020 -,083 ,037 111 ,215 1

Pearson

p valor ,692 ,917 ,642 ,819 471 ,189

**_Correlagdo € significante ao nivel de p= 0.01.
*, Correlacdo é significante ao nivel de p=0.05.
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Tabela 11: Matriz de correlacdo da expressdo dos genes TP53, VEGF e HIF e as citocinas
TNF, IFN, VEGF e IL6 em paciente com SMD.

MRNA mMRNA  mRNA IFN, TNFa VEGFA IL-6
TP53 HIFlaa VEGFA  pg/mL pg/mL  pg/mL pg/mL
mRNA _ Coeficiente de 1 -,047 ,346 ,256 ,187 -,371 -,164
TP53 Pearson
p valor ,847 ,106 ,228 ,560 ,292 ,611
MRNA _ Coeficiente de -,047 1 ,684™ -,098 -,219 -,365 -,161
HIFla Pearson
p valor ,847 ,000 ,650 ,493 ,334 ,598
MRNA _ Coeficiente de ,346 ,684™ 1 -,234 -,036 -,406 -,196
VEGFA Pearson
p valor ,106 ,000 222 ,899 ,190 ,484
IFN, Coeficiente de ,256 -,098 -,234 1 ,166 -,033  -,021
pg/mL Pearson
p valor ,228 ,650 ,222 ,524 911 ,937
TNFa. Coeficiente de ,187 -,219 -,036 ,166 1 -,248 ,167
pg/mL Pearson
p valor ,560 ,493 ,899 524 ,415 ,536
VEGFA Coeficiente de -371 -,365 -,406 -,033 -,248 1 -,175
pg/mL Pearson
p valor ,292 ,334 ,190 911 ,415 ,568
IL-6 Coeficiente de -,164 -,161 -,196 -,021 ,167 -,175
pg/mL Pearson
p valor ,611 ,598 ,484 ,937 ,536 ,568

**_Correlagdo é significante ao nivel de p=0.01.
*. Correlacdo é significante ao nivel de p=0.05.

4.3 Andlise da expressdo dos genes TP53, HIF1a e VEGFA e das citocinas IFN,,
TNFa, VEGFA e IL-6 como marcadores imunomoduladores em pacientes com SMD,
ICUS/CCUS e CNN.

Quanto a expressao dos genes TP53, HIF1a e VEGFA, ndo foi observada diferenca
entre 0s grupos SMD e ICUS/CCUS. Porém, quando se comparou com o grupo CNN, este
apresentou aumento significativo da expresséo do gene HIF' 1o em comparagao ao grupo SMD
e ICUS/CCUS. Em relacgéo a citocina IFN,, o grupo CNN também apresentou niveis elevados
qguando comparados aos demais grupos. Nao houve diferenca estatistica entre o grupo SMD e
ICUS/CCUS. Os niveis de IL-6 ndo foram significativamente diferentes entre os grupos,
entretanto, observou-se uma tendéncia de aumento no grupo CNN em relagdo aos demais

grupos (Tabela 12).
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Tabela 12: Andlise da expressdo dos genes TP53, HIF1aeVEGFA e das citocinas IFN-y, TNF-a, VEGFA e IL-6 em pacientes com SMD,
ICUS/CCUS e CNN.

SMD ICUS/CCUS CNN
p Valor
(n=32) (n=29) (n=5)
Média Minimo Maéximo Média Minimo Méximo Média Minimo Méximo

MRNATP53 4,456 ,340 26,358 5,845 ,181 36,424 5,754 ,868 15,552 0,796
MRNAHIF1a ,537 ,004 3,133 879 ,009 8,785 4,891 ,031 21,689 0,019
mMRNAVEGFA 8,943 ,089 31,125 6,494 ,001 33,142 17,529 429 60,987 0,111
IFN-y (pg/mL) 32,864 8,350 141,800 37,943 6,386 312,100 111,651 10,708 375,030 0,017
TNF-o(pg/mL) 3,207 1,812 5,584 2,817 1,521 5,645 2,958 1,521 3,938 0,346
VEGFA (pg/mL) 13,619 3,599 38,034 15,216 ,396 36,032 23,569 4,002 62,859 0,334

IL-6 (pg/mL) 7,058 3,358 12,257 5,809 3,198 10,790 8,395 3,762 15,531 0,063
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Gréfico 2: Expressdo do mRNA do gene HIFIoa em pacientes com SMD, ICUS/CCUS e
CNN.
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*Teste de anova p=0,019; ** Pds-teste Turkey HSD p=0,015 demonstrando a diferenca entre
0 grupo SMD e citopenias; *** Pds-teste Turkey HSD p=0,019, demostrando diferenca entre
0 grupo ICUS/CCUS e citopenias.

Gréfico 3: Niveis de IFN, em pacientes com SMD, ICUS/CCUS e CNN
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4.3.1 Andlise da expressdo dos genes TP53, HIF1a € VEGFA e das citocinas IFNy,

TNFa e IL-6 como marcadores imunomoduladores em pacientes com SMD.

Os pacientes com SMD foram estratificados de acordo com o estadgio da doenga,
caracterizado pela proliferacdo de células imaturas na medula. Os pacientes classificados com
doenca inicial compreenderam as categorias de SMD com displasia em Unica e multiplas
linhagens, SMD com sideroblastos em anel e SMD com del 5g. A forma avancada incluiu o
pacientes classificados com SMD com excesso de blastos. O perfil da expressdo génica foi
semelhante nos dois grupos. Porém o perfil das citocinas mostrou uma diferenca significativa
para os niveis de TNFa e IFNy (Tabela 13). As SMDs secundérias (n=3) ndo foram incluidas

nessa analise.

Tabela 13: Andlise da expressdao dos genes TP53, HIFa, VEGF e das citocinas IFN,
TNF e IL-6 como marcadores imunomoduladores em pacientes com SMD.

Formas Iniciais Formas avancadas
n=24 n=5
Média Minimo Maximo Média Minimo  Maximo Varior
mRNA TP53 2,910 ,340 7,057 4,474 418 9,366 0,259
mRNA HIF 463 ,003 3,133 ,332 ,096 ,697 0,661
mRNA VEGF 7,760 ,078 31,125 7,783 ,403 15,678 0,988
IFN-y (pg/mL) 28,366 8,350 49,293 15,973 8,979 32,162 0,045
VEGF (pg/mL) 25,047 5,640 79,675 13,528 5,640 25,221 0,063
IL-6 (pg/mL) 6,302 3,358 10,881 7,289 3,358 12,257 0,197

TNF-a (pg/mL) 2,692 1,812 3,633 3,991 2,581 5584 0,003
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Os pacientes com SMD no estagio inicial apresentaram maiores niveis de IFNy

quando comparados a pacientes com SMD avancada (Grafico 4).

Grafico 4: Niveis de IFN-em pacientes com Sindrome Mielodisplasica de acordo

com o estagio da doenca.
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Em relacdo aos niveis de TNFa, observou-se um comportamento contrario ao do IFNy,

onde maiores niveis de TNFa foram detectados nos pacientes com SMD avancada. (Gréfico

5).
Grafico 5: Niveis de TNFaem pacientes com SindromeMielodisplasica de acordo com

as formas da doenga.
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4.4 Influéncia da expressao dos genes TP53, HIF1a, VEGFAe das citocinasIFN,,
TNFa, VEGFA e IL-6 nas citopenias periféricas.
Foi analisada a associacdo entre a expressdo dos genes TP53, HIFIla, VEGFA e
citocinas IFN,, TNFa, VEGFA e IL-6 e as citopenias periféricas, representadas pelos niveis de
hemoglobina, neutrofilos e plaquetas.

Hemoglobina

Para analise da expressdo dos genes de angiogénese e citocinas de acordo com 0s
niveis de hemoglobina, os pacientes foram divididos em trés grupos de acordo com os critério
do R-IPSS (Hb>8g/dL, Hb 10-8g/dL ¢ Hb<8g/dL). Houve uma expressdo maior
domRNAVEGFA no grupo com niveis de hemoglobina entre 8-10g/dL (Tabela 15).

Tabela 14: Influéncia da expressdo dos genes TP53, HIFI1a, VEGFA e das citocinas
IFN,, TNFo, VEGFA e IL-6 nos niveis de hemoglobina estabelecidos pelos R-IPSS.

Hemoglobina (g/dL)

>10 8-10 <8 P
N=48 N=9 N=9 Valor
Média Minimo Méximo Média Minimo Maximo Média Minimo Maximo
?ngp‘ 4,598 181 36424 1,689 1,437 2102 3,954 285 9366 0785
MRNA
e 800 002 8785 3546 007 084 884 001 2754 0731
MRNA 7,562 078 33,142 3,812 008 12,00 10,458 001 38372 0,038
VEGFA L} H ] 1 H il 1 1 H 1
IFN-y 32,709 4107 31210 16877 9293 30040 24968 12201 46621 0557
(pg/mL)
TNF-a
3,031 1521 5645 2,82 1721 3415 3278 1653 5584 0,767
(pg/mL)
VEGF
15,728 396 39235 12,663 797 27623 19188 3599 79675 0,692
(pg/mL)
IL-6 6,471 3108 11980 5022 4334 584 5804 3843 8542 0212

(pg/mL)
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Gréfico 6: Expressaio do mRNA do gene VEGFA de acordo com os niveis de
hemoglobina estabelecidos pelo R-IPSS, nos grupos SMD, ICUS/CCUS e CNN.
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Plaquetas

A analise da expressdo génica e das citocinas sobre as plaquetas mostrou que o nivel
de TNFa no plasma de pacientes com um numero de plaqueta menor que 50/mm? ¢ maior do

em pacientes com plaquetas entre 50 e 100/mm3 (Tabela 15).
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Tabela 15: Influéncia da expressdo dos genes TP53, HIF1a, VEGFA e das citocinas IFN,,

TNFa, VEGFA ¢ IL-6 nos niveis de plaquetas estabelecidos pelos R-IPSS.

Plaquetas/mmg3

>100

100-50

<50

(n=33) (n=17) (n=16) P
Média Minimo Maximo Média Minimo Maximo Média Minio Méximo

$§5N3A 5,639 285 33742 4939 181 26603 8212 418 36424 055
MRNA - 55 354 001 157233 349 002 2754 1744 041 8,785 063
HIFla

C/“gc';\"f 10,747 001 84987 5770 078 32799 35960 403 342857 016
zgg/';gl_) 31,009 6071 152633 2175 9203 41100 5815 4107 504,580 046
TNF-a 2687 1521 5008 3023 1743 5645 3874 1631 6,206 001
(pg/mL)

VEGFA 54 509 396 85681 1735 6,002 39235 1109 797 28024 0,13
(pg/mL)

IL-6 7028 3198 18206 6260 3358 10881 7.657 3519 14681 055
(pg/mL)

Grafico 7: Niveis da citocina plasmatica TNFa entre pacientes com SMD, ICUS e

CNN de acordo com a contagem de plaquetas estabelecida pelos R-IPSS.
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Para avaliar a associacdo dos niveis de TNFade acordo com as classes de plaquetas
estabelecidas pelo R-IPSS e sua diferenga entre os grupos de pacientes analisados (SMD,
ICUS e citopenias), realizamos uma anéalise co-varianca e uma analise de anova de duas vias.

A andlise de co-varianca revelou que ndo existe influéncia dos grupos de pacientes
sobre a associacdo entre os niveis de TNFa e a classe de plaquetas (p=0,792). A analise de
anova de duas vias também ndo revelou diferencas entre a associacdo dos niveis de TNFa e
classes de plaquetas nos diferentes grupos de pacientes (p=0,104; F=2,094). Esse achado pode
sugerir que os niveis de TNFoasdo variaveis entre pacientes com plaquetopenia severa

indiferentemente do tipo da causa da citopenia (neoplasica, pré-neoplasica ou ndo neopléasica).

4.5 Expressdo dos genes TP53, HIFIa, VEGFA e das citocinas IFN,, TNFa,
VEGFA e IL-6de acordo com a fibrose

Quanto a fibrose, os pacientes foram estratificados da seguinte forma: auséncia (MFO)
e presenca (MFle MF2). A andlise da expressdo génica e das citocinas mostrou niveis
aumentados de TNFa e IL-6 em pacientes com mielofibrose (Tabela 17 e Gréafico 8)

Tabela 16: Analise da expressdo dos genes 7P53, HIFla, VEGFA e das citocinas
IFN,, TNFoe IL-6 em relacdo a mielofibrose.

Mielofibrose (Grau/Disposicao)

Auséncia (n =23) Presenca (n =13) Varior
Media Minimo Méaximo Media Minimo  Maximo
MRNA TP53 4,881 ,181 36,424 5,051 ,407 15,188 0,943
MRNA HIFla ,186 ,008 ,719 ,187 ,096 ,344 0,988
mMRNA VEGFA 9,533 ,001 32,799 9,814 ,089 48,946 0,943
IFN-y (pg/mL) 29,092 8,350 152,633 31,705 10,786 53,460 0,783
TNF-a (pg/mL) 2,605 1,631 3,882 3,583 1,766 5,645 0,031
VEGFA (pg/mL) 18,424 5,640 63,259 18,114 3,599 38,034 0,960
IL-6 (pg/mL) 5,237 3,358 18,206 8,211 3,519 10,88171 0,001
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Gréfico 8: Niveis da citocina TNFa de acordo a presenga e auséncia da mielofibrose.
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Para analise de co-varianca avaliamos que existe influéncia dos grupos de pacientes
sobre a associacdo dos TNFa de acordo com p=0.025. Quando estratificados de acordo com a

doenca, os pacientes com SDM e fibrose apresentaram maiores niveis de TNFa (Gréfico 9).

Grafico 9: Niveis da citocina TNFa de acordo a presenga e auséncia da mielofibrose,

em pacientes dos grupos SMD e ICUS/CCUS.
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Os pacientes com CNN nédo foram incluidos porque ndo existiam pacientes com a
expressao do TNFa e os dados de fibrose, ja que a bidpsia de medula ndo foi realizada na
maioria dos pacientes desse grupo. A IL-6 também mostrou-se aumentada nos pacientes com
mielofbrose, conforme é apresentado no grafico 10.

Gréfico 10: Niveis da citocina IL-6 de acordo a presenca e auséncia da mielofibrose.
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Apesar de os niveis de IL-6 terem sido influenciados pela presenca de fibrose, ndo houve

diferenca significativa quanto aos grupos SMD e ICUS/CCUS.

4.6 Analise da expressdo dos genes TP53, HIF1a, VEGFA e das citocinas IFN,,
TNFa, VEGFA e IL-6 de acordo com o cariotipo, celularidade da BMO e dispoese.

A analise da expressdo dos genes TP53, HIFla, VEGFA e das citocinas IFN,, TNFa
entre pacientes com caridtipo normal e alterado; medula hipocelular versus medula

normo/hipercelular ndo apresentou diferenca estatistica significante entre os grupos.

4.7 Analise de sobrevida global dos pacientes de acordo com a expressao dos
genes TP53, HIF1a, e VEGFA e das citocinas IFN,, TNFa, VEGFA e IL-6
A expressao dos genes TP53, HIFIa, € VEGFA e 0s niveis das citocinas IFN,, TNFa,

VEGFA e IL-6 nédo apresentou impacto na sobrevida dos pacientes do estudo.
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5 DISCUSSAO

Sindrome Mielodisplasica € um termo usado para um conjunto de doencas clonais,
caracterizadas por citopenias periféricas, displasia em uma ou mais linhagens da medula 6ssea
e instabilidade genética (GIAGOUNIDIS; HAASE, 2013). Os critérios minimos para
diagndstico de SMD envolvem a presenca de displasia > 10% em pelo menos uma linhagem
celular. Isso constitui um desafio, visto que a dispoese pode ocorrer em outras neoplasias, em
condigdes reativas, e ainda, no processo natural de senescéncia (GLAUSER et al., 2013). A
leucemogénese é um processo de varias etapas, entretanto, antes de se instalar de forma
evidente, condicBGes pré-clonais podem surgir, manifestando-se através de citopenias de
origem inexplicada. Essas condi¢cbes aumentam com a idade e estdo de fato associadas a um
aumento do risco de evolucao para SMD ou outras neoplasias mieloides (VALENT 2018).

No presente estudo foi investigado o perfil de citocinas inflamatorias e angiogénicas e
a expressdo dos genes TP53, VEGFA e HIF 1o em pacientes com Sindrome Mielodisplésica,
ICSU/CCUS e citopenias por causas ndo neoplasicas, e sua associagdo com diversos fatores
clinicos, laboratoriais e de prognéstico. A média de idade no grupo SMD foi de 74 anos. A
frequéncia quanto ao sexo foi semelhante (1:1). Os dados da literatura apresentam resultados
divergentes. Belli et al.(2015), que avaliaram 1080 pacientes na América Latina e observaram
um predominio de individuos do sexo masculino (1.2:1) e mediana de idade de 69 anos na
populacdo estudada e de 68 anos para pacientes brasileiros. Porém Duarte et al. (2018) e
Magalhaes et al. (2010) observaram uma frequéncia maior de individuos do sexo feminino, na
proporcdo de (2:0) e (1.03:1), respectivamente, comSMD em Fortaleza, Ceara.

Dentre os pacientes incluidos no estudo, 12 (16,6%) eram suspeitas de SMD,
confirmadas ap6s investigacdo clinica e laboratorial. Apesar de uma pequena casuistica, esses
dados foram semelhantes aos encontrados por Bastida e colaboradores (2018) que conduziram
um estudo multicéntrico envolvendo quatro laboratérios, no qual individuos que
apresentavam unicamente a anemia e/ou macrocitose como alteracdo do hemograma, foram
investigados durante trés meses para SMD. Dentre um total de 137.453 hemogramas
avaliados, 290 apresentavam uma dessas condi¢cdes sem causa definida. Apds o diagndstico
diferencial ser realizado em 139 pacientes, 14 (10,09%) casos de SMD foram confirmados. A
média de idade nesse estudo foi de 80 anos e a maioria foi classificada como baixo risco.

Os dados epidemiologicos e hematoldgicos ndo demonstram variagdes significativas,
entre 0s grupos SMD, ICUS/CCUS e CNN, exceto pela contagem de mondcitos, que foi
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maior no grupo SMD. Esse fato pode ser atribuido aos pacientes que ja apresentavam discreta
monocitose no sangue periférico, porém sem leucocitose (leucocitos<15.000/mms). Schuler et
al. 2018 apontam para a importancia de investigar ndo apenas a monocitose periférica em
pacientes com SMD, mas também a proliferagdo monocitica na medula e sua associa¢do com
mutacgdes que podem aumentar o risco de evolugdo para Leucemia Mielomonocitica Cronica.

Quanto aos dados do cariotipo, as alteragcGes observadas no grupo SMD foram a
delecdo do 5q, delecéo do 11q, trissomia do cromossomo 8, trissomia do cromossomo 6,
monossomia do 18, além de dois cariotipos complexos, identificados em um paciente de
muito alto risco e em um paciente com SMD secundaria. As alteracBes mais comumente
encontradas na SMD a del (5q), monossomia 7 ou del (7q), trissomia 8, e del (20q), sendo
observadas em torno de 40 a 60% dos pacientes com SMD primaria e podendo chegar a 80%
na SMD secundaria (MALCOVATI et al. 2013; SHAHRABI et al, 2016).

No grupo de ICUS/CCUS foi observada apenas a perda do cromossomo Y em um
paciente de 92 anos com anemia macrocitica, plaquetopenia e leves dispoeses. A perda do
cromossomo Y é um achado citogenético comum em pacientes com SMD, podendo ser
observada em até 15% dos pacientes (HAASE et al. 2008; SCHANZ et al. 2012). Quando é a
Unica alteracdo citogenética, 0s pacientes apresentam sobrevida maior e bom progndstico,
comparaveis aqueles com cariétipo normal (SCHANZ et al. 2012). Porém, a perda do Y
também pode ser vista em individuos idosos saudaveis, sem doencga neoplasica na medula,
constituindo um evento relacionado ao envelhecimento. O primeiro trabalho que relacionou a
perda do cromossomo X em mulheres e a perda do Y em homens com a idade foi realizado
por Stone e Sandberg em 1995, sendo a prevaléncia nos homens de 8-10%. Em pacientes com
SMD a prevaléncia foi de aproximadamente 13% quando realizada por Fluorescéncia in situ
(BRAULKE et al. 2013).

Um dos maiores desafios nos centros de hematologia para o diagnéstico da SMD e
doencas relacionadas, como ICUS, CCUS, CHIP e IDUS é a disponibilidade de recursos para
estudos citogenéticos e moleculares, principalmente em paises em desenvolvimento, onde a
morfologia ainda € o critério preponderante para o diagnéstico. As atualizagcdes da OMS vem
cada vez mais refinando variaveis e incorporando o papel das mutagdes tanto no diagnostico
como na classificacéo.

Quanto as analises das concentracdes de IFN, TNFa, VEGFA e IL-6, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos de SMD e ICUS/CCUs. Entretanto, quando se

comparou ao grupo de citopenias ndo associadas a causas neoplasicas, este apresentou
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significativo aumento da citocina IFN, em relacdo aos demais grupos. O IFN, é produzido por
linfécitos CD4+ e por células NK, sendo um dos principais reguladores da resposta imune
adaptativa. Através da modulacdo de genes, regula a apoptose, proliferacdo celular e
recrutamento de leucocitos, e esta envolvido em doengas mediadas por componente imune,
sejam neoplasicas ou ndo (KORDASTI et al., 2009; SELLERI et al., 2002).

Até o presente momento ndo existe relato na literatura de estudos avaliando as
concentragbes de VEGF, IL-6, TNFa e IFN, em pacientes com SMD em relacdo a
ICUS/CCUS, porém sabe-se que na SMD ocorre um estado pro-inflamatério e uma ativacdo
de células do sistema imune, culminando na liberacdo de mediadores inflamatorios, de
permeabilidade e angiogénese (GANAN-GOMEZ et al, 2014). A inflamagdo crbnica é
caracterizada pelo aumento circulante de citocinas e pelo acumulo de Espécie Reativas de
Oxigénio que podem levar a instabilidade genética, que, por sua vez favorecem o
desenvolvimento de neoplasias e sua progressaio (MANTOVANI et al. 2008).

Uma das principais vias comuns que causam a hematopoese ineficaz na SMD tem sido
os variados graus de apoptose dos precursores hematopoéticos e sua progénie, sendo
observado um aumento da apoptose nas classificacfes de menor risco comparadas aquelas de
alto risco (PANG; PRICE; SAHOOD, 2011). Esse processo apoptotico nos precursores
hematopoéticos encontra-se elevado na doenca com citopenias periféricas associadas e
diminui com a progressdao da doenca, permitindo assim a expansdo do clone andmalo
(GREENBERG 2013) .

Os pacientes classificados com formas iniciais da SMD apresentaram maiores niveis
de IFN, comparados aqueles com doenga avangada. As células NK sdo mediadores
conhecidos da resposta anti leucémica nas leucemias mieldides. Na SMD, Hejazi et al. (2015)
relataram uma reducdo nas células NK de até 20%, estando esse fato associado as formas
mais graves, como o0 subtipo AREB. A diminuicdo das células NK nesses pacientes foi
associada a niveis reduzidos de IFN,.

Em outro estudo, Kiladijan et al., 2006 ndo observaram alteracdes no nimero de
células NK no sangue periférico de pacientes com SMD e doadores. Entretanto,
demonstraram uma reducao significativa da secrecdo de IFN gama nas células NK do grupo
com SMD, ap6s estimulo com IL-12 em comparagdo as do grupo controle. E possivel que a
producdo deficiente ou infuciente de células NK funcionalmente competentes e a producdo de
moléculas inibitorias, que reduzem a concentracdo de células NK e inibem sua ativagdo

contribuam com a progressdo da doenca através do escape imunologico (BAIER et al., 2013)



76

Com relacdo ao TNFa, observou-se um aumento em sua concentra¢do no estagio mais
avancado da SMD em comparacéo as formas iniciais. Sabe-se que essa citocina esta associada
a um aumento da apoptose mas também tem sido observado que a mesma induz a proliferacédo
de progenitores hematopoéticos saudaveis e andmalos. Nos estagios mais avan¢ados da SMD
é possivel que a proliferacdo do clone maligno seja favorecida em detrimento das células
saudaveis por estimulo dessa citocina (RAMOS et al.,2016).

Com relacdo a expressdo dos genes HIF-1a, VEGFA e TP53, os grupos SMD e
ICUS/CCUS apresentaram expressao semelhante. Entretanto, quando se compara ao grupo de
citopenias ndo associadas a causas neoplasicas, este apresenta significativo aumento na
expressdo do gene HIF-1a. As células neoplasicas da medula dssea dao suporte a formagéo de
novos vasos a partir daqueles preexistentes, como uma resposta adaptativa na tentativa de
restaurar o fornecimento de Oz, no ambiente. O HIF-1a é um ativador classico da resposta
angiogénica, induzindo diversos fatores de crescimento e modulando multiplos aspectos da
homeostase vascular (REY; SEMENZA, 2010).

Uma expressdo aumentada do HIF-1o tem sido relatada em diversas neoplasias
hematoldgicas, como Leucemia Promielocitica, Mieloma Multiplo, Leucemia Mieléide Aguda
e Sindrome Mielodisplasica (SCHITO, REY, KONOPLEVA, 2017). O HIF-1a € regulado por
vias dependentes e independentes de oxigénio (PALAZON et al. 2014). Células progenitoras
hematopoéticas e do estroma isoladas de pacientes com SMD demonstram autorrenovacao e
diferenciacdo alteradas, e o acimulo de evidéncias clinicas e de pesquisa sugerem um
importante papel para a inflamacdo sistémica e a ativacdo imune na patogénese da SMD
(SEMENZA 2013). Recentemente, Hayashi e colaboradores 2018, através de diversos
experimentos com modelos animais e com amostras de medula de 183 pacientes com SMD de
alto e baixo risco, observaram alta expressdo imunohistoquimica de HIF1a em pacientes com
SMD tanto de baixo como de alto risco. Entretanto, ao comparar a expressdo de mRNA desse
gene nos grupos SMD e controle saudavel ndo identificaram diferencas significativas,
sugerindo assim que outras vias, mas ndo a do mRNA HIFla encontram-se ativadas nos
pacientes com SMD.

O VEGFA ¢é o principal marcador de angiogénese em processos fisioldgicos e
patoldgicos. E possivel que em fases mais avangadas ocorra um aumento na expressio de
VEGF pelas células imaturas que refletem o status da doenca. Entretanto, na SMD a
expressdo do VEGFA tem mostrado resultados conflitantes. Wimazal et al., 2006 investigaram

a expressdo do mVEGFA, expressdo por imuno-histoquimica e no sobrenadante de células
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cultivadas dos pacientes com SMDe LMMC. Foi observado entdo um aumento na expressao
de VEGFA na medula por imunohistoquimica na SMD em comparacao ao controle saudavel.
Além disso, os pacientes com os subtipos AREB, AREB-t e LMMC apresentaram expressao
aumentada em comparacao aqueles com citopenia em unica linhagem e anemia refrataria com
sideroblastos em anel. Foi observado ainda um aumento nos niveis de VEGF no sobrenadante
de células cultivadas de acordo com o tempo de cultivo. A analise do mVEGFA foi realizada a
fim de confirmar sua expressao por células mononucleares na SMD, porém néo foi feita uma
comparacdo com controle ou entre os subtipos da doenca. Por outro lado, Del Rey e
colaboradores (2013) compararam os niveis de VEGF circulantes da medula de individuos
saudaveis, pacientes com SMD de baixo risco (exceto CRDM, CRDM) e alto risco e ndo foi
observado diferencas entre 0s grupos.

No presente estudo, a expressdo de VEGFA ndo apresentou diferenca significativa
entre os diferentes grupos. Entretanto, a expressdao de VEGFA mostrou associacdo com 0s
niveis de hemoglobina maiores. Esse resultado sugere que onde ocorre maior expressao desse
gene ha maior estimulo da eritropoese e de hemoglobina, promovendo maior aporte de
oxigénio. E possivel que nos pacientes submetidos & anemia mais severa, mecanismos de
inibicdo ou vias paralelas estejam atuando, impedindo atuacdo dos genes HIF1A e VEGF, os
quais mostraram correlagéo entre si.

O gene TP53 atua como um supressor tumoral e desempenha um papel importante na
manutencdoda estabilidade do genoma, portanto, é previsivel a ocorréncia de mutacdo em
mais de 50% das neoplasias, em quea perda facilita a transformacdo maligna. A maioria das
mutacgdes envolvendo esse gene é do tipo misssense, que codificam uma proteina alterada,
incapaz de se ligar ao DNA e agir como ativador/repressor transcricional. Essa proteina
apresenta maior estabilidade em parte por ndo conseguir induzir a degradacdo pelo MDM?2
(MULLER et al. 2008).

No presente estudo, avaliou-se a expressdo do gene TP53. Existem raros estudos
avaliando a expressdao génica do TP53 na SMD, sendo mais comuns em pacientes com
delecédo do 5qg. Dutt et al. 2011 e Pellagatti et al. 2010 demonstraram que nesse subgrupo da
SMD, ocorre um aumento na apoptose associada a maior expressdo do gene TP53 e da
inducdo de p53 em células da linhagem eritroide na medula desses pacientes. Liu et al. 2017
demonstraram que o blogueio de um gene proximo a regido de delecdo do 5q promove uma

superexpressao de TP53 e consequentemente da apoptose.
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O fato de a expressdo de TP53 na SMD e no grupo ICUS/CCUS terem tido valores
médios préximos pode ser devido a grande maioria dos pacientes com SMD apresentarem
uma estratificacdo de baixo ou de risco intermediario. Existem relatos controversos quanto a
interacdo entre os genes HIF1ae TP53. Algumas linhas de pesquisa apontam que o HIF, uma
vez estabilizado devido as condicGes de hipdxia comum ao ambiente neopléasico, se ligue ao
p53, estabilizando-o e prevenindo sua inativagdo (SERMEUS et al. 2011). Assim, a hipoxia
grave e/ou prolongada ativaria a apoptose que € iniciada quando o HIF1 estabiliza o p53.
Entretanto, Nardinocchi et al. 2009 sugeriram que o HIF-1 pode impedir a atividade do p53
pela inibi¢do da proteina de supressao tumoral HIPK2. A HIPK2 fosforila o p53, ativando sua
funcdo. A inibicdo do HIPK2 também pode ocorrer pela super-regulacio do MDM2
(NARDINOCCHI et al. 2011).

Os dados acerca da expressao génica de citocinas na SMD séo conflitantes. De uma
forma geral, observar-se um aumento na expressdo de citocinas inflamatdrias, como IL-6,
TNFa e IFN,, e do fator pr6-angiogénico VEGFA (RANKIN et al., 2015). Entretanto, alguns
estudos, como o de Lopes et al., 2017, que avaliou a expressdo de diversas citocinas na SMD,
LMA de novo e LMA secundaria com caracteristicas displasicas, somente observaram
diferencas na expressao entre os dois subtipos de LMA. No grupo SMD, néo houve diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle saudavel e com os subtipos de LMA.

A fibrose ¢ um achado histologico encontrado em cerca de 10 a 20% dos pacientes
com SMD. Trata-se de um fator relacionado a pior progndstico e menor sobrevida. De fato, no
presente estudo observou-se a presenca da fibrose em pacientes com maior estratificacdo de
risco pelo R-IPSS. Em estudo prévio, nosso grupo de pesquisa tem demonstrado o papel da
fibrose na evolucdo da doenca e na sobrevida de pacientes com SMD de baixo risco
(DUARTE et al.2018; DUARTE et al. 2014). Apesar de ainda ndo haver sido incorporada
como critério nos sistemas de estratificacdo de risco, tem sido associada a displasia em
maltiplas linhagens, severas citopenias, dependéncia transfusional e menor sobrevida
(DELLA PORTA; MALCOVATI, 2009; RAMOS

etal., 2016).

No presente estudo foi observada uma associacdo entre a presenca da fibrose e os
niveis de TNF-alfa, citocina pro inflamatoria que exerce diversos efeitos bioldgicos, estando
presente em varias doencas. Em outras patologias, como doencas cardiovasculares, sabe-se
que o TNF-alfa promove uma remodelacdo do musculo cardiaco, caracterizado pelo aumento

da atividade da matriz metaloproteinase, com consequente aumento da fibrose
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(SIVASUBRAMANIAN et al. 2001). Na SMD, Um estudo conduzido por Ramos et al.,
(2016) investigou a associagdo entre os niveis das citocinas IL-6, TNFa e p53 solavel, no
sangue periférico de pacientes com SMD e fibrose variando do grau M0 a M3, porém
nenhuma associacao foi observada nessas variaveis.

Estudos tém mostrado ainda que diversas citocinas inflamatorias estdo associadas ao
desenvolvimento de fibrose. Citocinas que ativam a via JAK/STAT3 favorecem a sobrevida
de células, como fibroblastos, células endoteliais e células do estroma medular. As citocinas
mais envolvidas nesse processo sdo IL-8, oncostatina-M, lipocalina-2, TGFbl e VEGF.
Apesar de o papel do TNF-alfa ndo estar esclarecido nessas doencgas, sabe-se que 0 mesmo
estd aumentado nessas condi¢bes e que promove a sobrevida de células neoplasicas em
detrimento de células saudaveis e que o seu receptor TNFR2 exerce um papel crucial na
mediacdo da expansao clonal induzida por TNF a (HEATON et al. 2018).

O papel das citocinas na carcinogénese é complexo e ambiguo, uma vez que podem de
forma seletiva causar apoptose em células endoteliais tumorais, porém também podem
promover o0 aumento do crescimento tumoral. Por um lado, espera-se que o0 sistema imune
previna ou adie o surgimento de clones, através da atividade antitumoral inata ou
reconhecimento  especifico de  neoantigenos, entretanto €&  provavel que
as células clonais na SMD encontrem uma maneira de escapar da vigilancia imunoldgica. Um
estado  inflamatério no  microambiente  medular pode ser uma  causa
ou consequéncia da doenca. A inflamacao cronica pode apoiar
imunidade, mas também tem efeito sistémico agravando o quadro clinico. Em contrapartida,
os clones an6bmalos conseguem assumir o sistema imunoldgico através da producdo de
imunomoduladores citocinas (IL-4, IL-10 e TGFp) e fatores de crescimento (VEGF, TNFa,
trombopoietina, etc.) e modulando a atividade das células reguladoras.

Com relacéo a evolucdo da doenca, durante o seguimento do estudo houve trés obitos,
todos no grupo SMD, sendo dois casos com AREB | e um SMD/SMP. Nas trés situacoes
houve transformacdo leucémica, com componente monocitico. Na SMD ocorrem alteracdes
principalmente nas linhagens mielociticas e monociticas (LAMBERT; WU; AANEL, 2016).
Os niveis de citocinas foram associados a pior progndstico, porém ndo houve impacto na
sobrevida dos pacientes no presente estudo. Esse fato pode ser atribuido ao curto periodo do
estudo, podendo ser avaliado posteriormente.

O 13° Workshop do European Bone Marrow Working Group recentemente publicou

um artigo voltado para discussao dos desafios do diagnéstico da SMD dentro do cenario das
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novas entidades pré-clonais. Foram apresentados 17 casos de citopenias que através da analise
morfoldgica, citogenética e de sequenciamento para anélise de mutagoes, tiveram diagnostico
diferencial. E interessante ressaltar que alguns casos progrediram para outras neoplasias como
Mieloma Multiplo e doencas mieloproliferativas. Em todos os pacientes foi realizada a
expressdo da proteina p53, enfatizando a importancia da expressdo desse gene na SMD. O
grupo recomenda a analise do p53 em todas as citopenias ndo esclarecidas com ou sem
displasia e em todos os subtipos de SMD, ao diagndstico e durante o acompanhamento
(HEBEDA et al. 2019).
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6 CONCLUSAO

No presente estudo, os pacientes com SMD apresentaram maior média de idade em
comparagdo aos demais grupos de pacientes. Os parametros do hemograma foram
semelhantes nos trés grupos, exceto pela contagem de mondcitos, maior no grupo CNN.

Os pacientes com CNN apresentaram maiores niveis de IFN, em comparacdo aos
grupos SMD e ICUS/CCUS

Quanto aos genes estudados, observou-se maior expressdo do gene HIF1a também no
grupo CNN, em comparagdo aos individuos dos grupos SMD e ICUS/CCUS.

Observou-se uma associacdo dos niveis plasmaticos de TNFa e a contagem de
plaquetas e uma associacdo entre a expressao do mRNA VEGFA e os niveis de hemoglobina
nos grupos em estudo.

Quanto aos fatores de prognostico, ndo houve associacao entre 0s genes e as citocinas
estudadas e a celularidade da medula, nimero de blastos e citogenética. Com relacdo a
mielofibrose, houve uma associacdo com 0s niveis plasmaticos de TNFa ¢ de IL-6 nos
pacientes com SMD.

Em relacdo aos genes estudados, observou-se uma correlacdo entre a expressao dos
genes HIFla e TP53 nos trés grupos e entre os genes e HIF 1o e VEGFA nos pacientes com
SMD.

Quanto a analise de sobrevida, os parametros avaliados ndo demonstraram influéncia

significativa na sobrevida durante o seguimento do estudo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo levantam questBes relevantes quanto ao
comportamento a nivel de expressdo génica em diferentes doencas que cursam com
citopenias. Esse é o primeiro trabalho de nosso conhecimento que compara a expressao de
genes associados a angiogénese e citocinas moduladoras do microambiente medular num
grupo de SMD e ICUS.

Diante de algumas das limitacbes encontradas nesse estudo, levanta-se um
questionamento sobre o papel da analise molecular no diagndstico preciso dos pacientes em
centros hematoldgicos de paises em desenvolvimento. Na era molecular, qual o papel da
morfologia na estratificagdo desses grupos? Diante dos resultados e da vasta revisdo de
literatura, percebe-se a necessidade de acompanhamento clinico e laboratorial dos individuos
classificados como ICUS/CCUS, visando uma monitorizacdo adequada, tendo em vista a nao
disponibilidade de recursos que propiciem uma investigacdo complexa e de carater
preventivo, o que seria ideal. O seguimento clinico desses pacientes e a realizacdo dos exames
necessarios ou repeticdo dos mesmos quando possivel, certamente elucidardo alguns casos,
possibilitardo ainda uma melhor estratificacdo dos pacientes ja diagnosticados.

Os estudos comparativos entre SMD e ICUS enfatizam a relacdo em termos de
diagnéstico, como diferencas de celularidade medular, intensidade da dispoese, nimero de
blastos, dentre outros; porém poucos tém investigado o microambiente em que as células
progenitoras hematopoéticas e as células do estroma estdo envolvidas nessas distintas, mas
relacionadas doengas. Assim, os resultados do presente estudo com certeza auxiliardo na
expansdo do conhecimento acerca da influéncia desses genes e dos imunomoduladores no
microambiente medular. Por fim, esse estudo abre portas para uma andalise sobre 0s possiveis
mecanismos que justifiguem as semelhancas e diferencas encontradas na Sindrome

Mielodispléasica e na Citopenia Idiopética de Significado Indeterminado.
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NUMaEnas em que s2rio estudados marcadores de anglogenass & genes HIF-1 alfa & Fator de crascimento
d0 endolello vascular (VEGF) em participantes com sindrome mieledsplasica.

Objetivo da Peagulsa;
Primana; Avallar o Impacto da expressdo dos genes HIF1-alfa & VEGF spore os nivels plasmaticos do
plomarcador de angloganess VEGF, em pacientes com sindrome miglo-displasica & leusemila misioige
aguda & sua coMmelagdo com o prognastics.

Segundanos:

-Anallsar o pesfil Remainidgico o5 paclenies com LMA & SMD;

-Anallsar o pel cho moroogieo 8os paclentes;

-Avallar a expressdo dos genss HIF 1 alfa e VEGF dos paficipanies do estudo;
-Guantificar os nives plasmaticos de VEGF

-Esiratificar os pacienies com SMD quanto aos criterios oo RHPSS;

-Anallsar @ curva ge s0orevida dos pacientes em estudo

-Comparar a sobrevida dos paclentes
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-Ayallar o papel prognostico da expressdo 92nica 9o HIF1 alfa & VEGF nos padientes

Avallagdo dos Riacos e Bansficlos:

Riscos: Malores que o minimo & segundo @ pesqulsadora relaclonados com a coleta das amostras de
sangue nos pariicipantas.

Beneficlos: Melhor conhecdmento da doenga, melhor estratficagdo de risco, mealhor direclonamento
terapeutico conforme descrito no protocolo.

Comentarios & Conslderagies sobre a Pesquiaa:

Pesquisa factivel.

Conglderagiias sobra o8 Termos de apressntagio obrigataria:

A pesquisadora 05 apresenton adequadaments.
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Sam recomendacies.
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APENDICE A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento livre e Esclarecido

O (a) senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa intitulado
“IMPACTO DA EXPRESSAO DOS GENES HIF1-ALFA E VEGF E DO BIOMARCADOR
DE ANGIOGENESE VEGF NO PROGNOSTICO DE PACIENTES COM SINDROME
MIELODISPLASICA”, que tem por objetivo investigar fatores importantes que ajudardo a
compreender melhor algumas doencas da medula ossea, a “fabrica” que produz o sangue.
Essas alteracGes podem levar a anemia, diminuicdo das células de defesa e das plaquetas.

Através da coleta de uma amostra de sangue da medula serdo realizados testes que
possibilitardo avaliar alguns fatores que podem auxiliar no diagnéstico, na evolucdo da
doenca e no tratamento do paciente. A coleta sera realizada pelo médico hematologista
responsavel pela coleta do mielograma, ja agendada, que ocorrerd em ambiente hospitalar,
ndo havendo a necessidade de marcar uma coleta exclusiva para o estudo. Sera coletado um
volume de 4 mL de sangue em um tubo adequado. Os riscos relacionados a coleta para a
pesquisa serdo 0s mesmos do mielograma, j& que o local da puncéo sera 0 mesmo, e incluem
desconforto e/ou dor temporarios no local da puncdo. Caso o (a) senhor (a) sinta algum
desconforto apds o procedimento, a equipe de hematologia estara disponivel no setor para dar
0 suporte necessario.

O beneficio que podera ser obtido através desta pesquisa é a descoberta de alterages
relacionadas a doenca, ainda ndo estudadas, que fornecerdo dados importantes para o
desenvolvimento de melhores condutas no tratamento e no acompanhamento do paciente. As
informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com as dos outros pacientes, ndo sendo
divulgado a identificacdo de nenhum paciente, sendo mantido o sigilo e a seguranca dos dados
obtidos. A qualquer momento o (a) senhor (a) podera ter acesso aos resultados e beneficios
encontrados na pesquisa. Ndo ha despesas pessoais em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Nao ha também retribuicdo financeira relacionada a sua participacao.

O senhor (a) tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem prejuizo para seu tratamento na instituicdo. Em qualquer
etapa do estudo, o (a) senhor (a) terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais duvidas.

A principal investigadora € a doutoranda Talyta Ellen de Jesus dos Santos Sousa. O
(a) senhor (a) pode entrar em contato no telefone (85) 3366-8264 ou pelo email:
ellenj_08@yahoo.com.br. “Se o (a) senhor (a) tiver alguma considerag¢ao ou davida sobre a
ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUWC —
Rua Capitdo Francisco Pedro 1290, Rodolfo Teofilo; fone: 3366-8589 — E-mail:
cephuwc@huwec.ufc.br”

Caso o (a) senhor (a) se sinta suficientemente informado a respeito das informagdes
que leu ou que foram lidas sobre os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes e que sua participacdo é voluntaria, que ndo ha remuneracdo para participar do
estudo e se concordar em participar, solicitamos que assine no espago abaixo.

Assinatura do paciente/representante Data / /

Assinatura de quem obteve o termo Data / /
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Presence of CD34* in Megakaryocytes in Association
With p33 Expression Predicts Unfavorable Prognosis
in Low-risk Myelodysplastic Syndrome Patients
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Abstract, Backgrund/Aim: Alhough rsk sragficarion
using the Proynostc Seores Systems (IPSS, WPSS and 1PSS-
K incorporate key infrmation aboul prognosis of patienis
with Myelodyiplasiic sindromes ( MIDS), patients clasified as
low-risk may evolve rapidly and aggressively, despite a
“farvorable” progroste sraiifeaton. The aim of this sy
witd for identify biomarkers for prediciing prognosis, and for
beter siranificanion and management of these patients.
Maerigly and Metods: Egpression of CD34 and p33 in
me gukirryocyies wis ewtmined by imminohitochemisiry in 71
MDS patienis clasafied ax low-risk. Resulis: €03 sugning
in megakaryocyes was associated wih p33 expression
(p=0.0166). CD3A and p33 expression were associaied fo
wirse overall survival in patients (p=00281). Conclusion:
The presence of CDI in mepakaryocyies & associaed with
P53 expression and an adverse progosis for MDS patients.

Myelodysplastic Syndrome (MDS) comprises a group of
clonal diseases of hematological progenitor cell, being

charscierized by ineffective hematopoiess and sk of
progresslon 0 acuk leukemia (1), Risk Swatification
Progicetic Scomes Systems (IPSS, WPSS and [PSS-R)
normally determine the prognosts of patients and are essential
for adequate clinical management. Alhough these sydems
have advanced in the characterization of patient by refining
the usid criteria, providing betier dratfication capaciiy (2), a
subgroup of patients classified & kw-risk shows 2 rapid and
apgressive disease evolution, demomtrating the need to
identify auniliary markers for risk and prognoste gratfication
sytems and recognize these individuals atan early stage and
i provvidie them with adequate teatment (3).

The presence of megakaryocyies positive for CD34 has been
reported 2 an unfavorable prognostic facior in hemaiplogical
malignancies. In MDS patients, the clinical impact of the
expression of CD3 in megakarpocyies is still discwsed (4).

Mutations in TP gene ane found in approximately 10-12%
of MDS patients and are ssociated with worse prognpsis and
owweer survival in patents with high-risk MDS. The expression
of pi3 protein by immunehisochemisiry & an avalable method
iy prredict the presence of these mutations {3, ).

This study evalusted the fole of CD3 e pression in
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Bone marrow fibrosis at diagnosis is associated with TP53
overexpression and adverse prognosis in low-risk

myelodysplastic syndrome

Myekdysplastic smdmme (MDS) & 2 heterogeneous group
of stem cell chmal alierations, culminating in 2 high nsk of
progression to acute myekid lenkaemia (AML) (Gremberg
etal, 2012). The progrosis of these patients is communly
determined by the Intematiomal Prognostic Score System
(IP58), which considers the mumber of cytopenizs, qringe-
natic alterations and number of blusts in the hone mamow ot
dizgnissis.

Patients with 2 kower risk of progresion to AML are chs-
sihed a5 low misk however, 2 subgroup of these patients
develaps 2 disease with an aggressive course and a kower sur-
vival rate [Mittelman & al, 2010). This clinical hetemgensity
reinfurces the need to identify auxiiary markers for prognos-
tic stratifiction systems.

Bone mamrow fibrosis & 2 histokogial fimding in approxi-
mately 10-20% of patients with de novo MDS; however,
MDS with fibrosis s not yet recognizal 25 2 disting entity
and its prognostic ole is stll wnder debate (Ramos o d,
N14).

The mmunchistochemial expresion of TPS has beem
used 5 2 predictive marker for mutations in the TF53 gene
in several haematokigical diseases due to the kow-cost and
easy o perform techmique (Kulwekarraj et al, 20131, More-
e, studies have demomstrated that TPS3 EIpTESON K an
independent adverse prognostic facior in patients with high-
risk MDIS, heing asocisted with complex karpotype and ther-
apprekated MDS (Enkselarar ef o, 213).

Therefure, the present study investigaied the impact of
bone marmow fibmsis and TPS3 expression at disgnoss an
the clhinical characteristics and overll survival of patients
with kw-risk MDA,

Seventy-three bow-risk MI6 patients treated 2t a refer-
cxe Usivesity Howbd in the omithemt of Biosd puitich
paied in the study. Patients were stratified according to the

3, ¥-Dizminchenzidine (DAE; Dako), and counterstaining
with hzematmylin The perentage and intensity of TPS3
staining was sssessed based on 2 totl mamual count of 1000
gramulocytic pracumars. TS expression was defined as posi-
tive for a strong nuckar staining pattem, amording to the
Madified Chuick Score (Kubsekanmyg o al, 2013) in at lexst
1% of the cells amalysed (Sak et al, 2014).

Patients were stratified for the presence of hone mamow
fhrosis at diagnosis acarding to the criteriz wal by the
Eurpean Myehhibmsis Wetwork (Thiele ef al, 2005). The
study was approvel by the Reserch Ethics Committes of the
Faler| Univemity of Ceard (protocel #12912) and all
patients agreal o mrticpate. Statitial malps was per
formed using the GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad
Software Inc, La Jolks, CA, USA), using chi-square and Stu-
dent's ¢ or Mann-Whitney test, acconding data normality,
verified by Kolmogorov-Smirnov tet The Kaplan-Meia
curve was perkirmed to verify differences in overall survial
Significance was set at P < (05

The median age of the study patients was &5 yeams, with a
predomimnce of females (64 7% Emales and 357% malss).
Must of the patients (49-32%) were dasifial 25 single-lire-
age dysplasia, bllowal by multi-linege dysplasia (41-09%),
MDS with nnged sideroblasts (685%) and MDS with B
nted del(5q) (2-74%).

Patients with haome marmow fibrosis | MF-2 and MF-3) had
significantly kower hasmoglobin and haematocrit valuss at
dizgnosis when compared to patients without fibmsis (MF-0
and MF-1) (P = 0-001). High TP expression was zsocizted
with the ]rrumoenflwn.e marmow fibmsts (P= 0-008 . There
was no difference beween the other analpal pammeen
(Tahle I).

Patients with hone marmow fibmosis [P = {007, hazad
rtio (HE) = 002, 95% confilence mtenal (1) = 04002
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and haematocrit values, suggesting a higher need for trans-
fusion in this group, a5 described for patients with MIS,
imespective of risk stratification (Della Porta & Malcovati,
11,

The asociation between the presence of bone mamow
fibrosis and high TP53 expression supports the hypothesis
that patients with medullary fibrosk at diagnosis may
develop an unfavourable dinical course, as high TF53 expres-
sion has been frequently reported & an independent prog-
postic marker in this population (Bejar erd, 2011;
Kulasekararaj et al, 2013).

These results cormborate the findings of Loghavi ef al
(2015), who reparted a 61-2% mte of high TP33 expression
in patients with MDS and fibrosis, Similarly, Rames ef al
[2018) showed an asociation between bone marrow fibrosis
and TP53 protein accumulation, It is possible that there & a
biological interaction between mutations in the TP33 gene
and bone marow fibrosis; however, these mechankms hawe
et to be elucidated.

Patients with bone marmw fibrosis and high TP53 expres-
sion had lower overall suwvival, indicating that, for Jow-rigk
patients, these markers may constitute independent prognos-
ti¢ factors that are capable of differentiating subgroups with
different evolution potential within the same risk stratifica-
tign. Interestingly, in the group with bone mamow fibrosi,
TP33 expression did not have a cumulative effect on overall
and AML-free survival. This finding may have been influ-
enced by the small number and short follow-up of patients
with bone marrow fibross,

The results obtained in the present study indicate the

Comespondence

markers, aiming at attaining a higher predictive power and
appropriate therapeutic management.
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Medical Case Reports

CASE REPORT Open Access

Presence of new mutations in the TP53 &
gene in patients with low-risk

myelodysplastic syndrome: two case reports

Femandn Rarmoso Duarte!, Romika Pinhoing Gongahees Lomes”, Takta Blen de besus dos Santos™,

Mantz Caalcante Barbos *, boao Paulo Leito de Vasconceks', Frandsoo Ddno Rocha-Fiho”, lana Zalcheng™,
Uiego Coutinho”, Monalisa Feliciano Hgueirede”, Luciana Bamos Carlos® and Paulo Roberto Leithe de Vasooncelos'

Myrdodysplasiic syndromes ae hetemgoneous deorders. Patienis with myelodysplastic syndnome

e olter) Pave wefleciive Temalopoise, Copeniae, biood oell dysplasia in one or mone el e, and ane al
high risk for devrioping aouie mycloed Ieiemia in myckdysplaac syndrome, matatons of [P5T gene e isnly
amovialed wath comgles: kanpotype and conler a woree prognosis. Inthe present study, two mtations n e gene
ane presenien and discussed with the dinical evohurion of the patients

Case presentation: The i case is o Tiyear-okl Brelian woman diagnosed as having multiphe lineage dysplsia
myclodysplasic smdrome aoroeding o World Health Onganisation 2006 and dassified as veny low-rsk by Boveed
Indernalional Procpeste. Soowing. The second ase & an Blkyoar-0kd Braahan iman abc dagreed as. havireg mullijpl:
lineage dysplasia myclodysplastic gradmme and darsified as low ek The migation desoribed inthe Tist cse was

imm=tigaied mone deeply ma leger populsiion.

abeady denlified in some neoplasies and il e ssocisted with 2 poor prognoss, bul i had never been reporied
Enclenre i meeicechysplastic synactroeme. Thae second milation has e been disoileed

Ciswchusitnes: This B & noeed repoet for the scientilic comimanity wnd may e very bl as vwe can betes
understand the disrasr and the impact of mutations theough the follow-up of these patients and othors inthe
Tuture. Boathy petierits. ane in & quacsd irscal concition, sugoestng hat these mulatons may nol doer the dinical
oo of the disrase of may be associaied with a good progross, b their role in the disease miust be

Keywosds: Myvlodysplastic syndromes, TRST rulalions, Frogsis

Background
Mydodhplastic gyndmenes (MDS) are | i

and the study of mutations are important tools, mainky
For Bhe prognosis of MITS [1],

disorders. The TPS2 gene b insplicated in the manifest
“d:'hunlnl-u@c i:-u. lpcid}y maCToCyhic
in e
mpnmmmmh—p
type and soefer 3 wons: progs

hmw:-wwmﬁuﬂmw
mately S0 of all human tumors, makeng 0 the most

wy L .
“Hrraach | sboiony in Hemogiohinopsities snd Ceeeion of | rmaiologic
ISwramares, Dinclirel | Frirrdry ol T, Tapithn | owecben Praden e, i 17560
kol Testlido, Foatalens, Coor, Bl

ol kel i wilovusduni o vl 3 W vl of e el

Abthasagh the biolsgical and clnical robes that & noe
mal and ahered pSd protein play im camoer remain areas
il inleroer ineestigation and delabe, 3 mumbser of sadis
have shown that alierations & pb3 are either associated
ar mal wilh gati mmch as resp tay Ufwer-
apy of sarvival [Z].

In this context, we present two case reports of very
erwi-risk amd kore-risk BT, lings iy thar Rewisad
Indernational Prognostic Scoring Sysiem: (IFES ), with
twar TPAR grene mukakions described Tor the Gnd time in
paticsts with MDS and we deseribe the outenmes of

these patients.
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